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Il potenziale delle terapie con cellule staminali adulte per il trattamento del 
diabete rappresenta una delle principali linee di ricerca in questo settore. Infatti, 
una strategia futura potrebbe essere quella di reintegrare il numero di cellule 
beta-pancreatiche, consentendo così un miglioramento della secrezione 
dell’insulina e, quindi, un più facile controllo glicemico: questo rappresenterebbe 
una tappa fondamentale per una cura definitiva del diabete. Utilizzando una 
metodica citofluorimetrica è stato osservato che pazienti affetti da diabete mellito 
di tipo 2 presentano una riduzione di circa il 40-50% nel numero di Cellule 
Progenitrici Endoteliali (EPCs) circolanti: questo potrebbe essere causato da un 
difetto dei processi endogeni di riparazione che predispone al danno vascolare o 
alla sostituzione di β-cellule. La riduzione delle EPCs è più marcata nei pazienti 
diabetici con complicanze vascolari e la loro riduzione si è vista essere parallela 
alla progressione delle complicanze della malattia diabetica. È noto anche che il 
livello delle cellule progenitrici circolanti CD34+ si riduce molto precocemente 
nella storia naturale del diabete di tipo 2.  Una riduzione e disfunzione delle EPCs 
è stata individuata anche in pazienti affetti da diabete di tipo 1, in maniera del 
tutto simile a quanto osservato per il diabete di tipo 2: soggetti giovani affetti da 
diabete di tipo 1, anche in assenza di microangiopatia, mostrano già una 
significativa deplezione di cellule progenitrici rispetto ai controlli di pari età e 
sesso. A questo si associa l’accumulo di cellule senescenti, che giocano un ruolo 
importante sulle cellule staminali: una conseguenza, speculativa e potenzialmente 
rilevante, dell’accumularsi delle cellule senescenti è il loro impatto sulle cellule 
staminali, con esaurimento dei pools delle cellule progenitrici e alterazione della 
proliferazione, differenziazione e mobilizzazione cellulare. Il principale marcatore 
di tale fenomeno è stato individuato nei telomeri, strutture che regolano la 
stabilità del genoma e la replicazione cellulare. 
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Infine, è stato recentemente identificato un ormone, chiamato betatrofina, 
che favorisce nei topi la proliferazione delle cellule beta-pancreatiche produttrici 
di insulina, con il risultato di innalzare i livelli di insulina e quindi di controllare 
meglio le concentrazioni di glucosio nel sangue. Per quelle che sono le conoscenze 
attuali, quest’ormone, nell’uomo, viene prodotto dal fegato e, nel topo, anche dal 
tessuto adiposo ma non è ancora stato identificato il meccanismo d'azione. 
Per questo motivo, e poiché in letteratura sono scarsi o assenti studi 
riguardanti la generazione di cellule beta-pancreatiche da CD34+, lo scopo di 
questa tesi è quello di differenziare delle simil-β-cellule partendo da staminali 
CD34+ isolate da soggetti sani e pazienti con diabete mellito tipo 1 e tipo 2, con o 
senza la presenza di betatrofina e di un antiossidante, il resveratrolo, conosciuto 
per le sue capacità di attivazione dell’enzima telomerasi. 
I risultati preliminari ottenuti in questa tesi confermano la possibilità di 
differenziare delle cellule beta-pancreatiche partendo da staminali periferiche. 
Alle nostre condizioni sperimentali, non abbiamo osservato nessuna differenza sia 
nel numero che nella vitalità di staminali CD34+ isolate da pazienti sani o diabetici. 
Inoltre, in tutti i soggetti studiati abbiamo indotto un’espansione in vitro che ha 
portato a un aumento di cellule CD34+ disponibili, non osservando, anche in 
questo caso, una variazione legata alla patologia. Il dato interessante è che, in 
qualsiasi condizione patologica, siamo in grado di indurre in vitro un 
differenziamento delle cellule staminali adulte in simil-beta-cellule, come 
dimostrato dalla secrezione, basale e dopo stimolo, e dalla sintesi di insulina. 
L’utilizzo di un antiossidante come il resveratrolo, durante l’espansione cellulare, 
ha comunque dato dei risultati contrastanti che dovranno essere approfonditi 
ulteriormente.  
Allo stato attuale, anche se con dati molto preliminari, è ragionevole 
supporre sia possibile produrre in vitro delle cellule endocrine simili a quelle beta-




The potential of adult stem cells therapies for diabetes treatment represents 
one of the main research fields in this sector. In fact, one of the strategies of the 
future could be reintegrating the number of the pancreatic beta-cells, allowing in 
this way an improvement of insulin secretion and an easier glycemic control: this 
would be a fundamental step for the final cure of diabetes. Using a flow cytometric 
method it has been observed that patients suffering from type 2 diabetes mellitus 
have about a 40-50% reduction of circulating Endothelial Progenitor Cells (EPCs): 
his could be caused by a defect in endogenous processes of repair that induces 
vascular damage or beta-cells replacement. Reduction of EPCs is more evident in 
diabetic patients with vascular problems. It has been observed that this reduction 
comes with progress of complications due to diabetes. It is also well-known that 
the level of circulating progenitor cells CD34+ lowers very soon in natural 
progression of type 2 diabetes. A reduction and a dysfunction of EPCs has been 
identified in patients suffering from type 1 diabetes too, as for observed in type 2 
diabetes: young people suffering from type 1 diabetes, even without 
microangiopathy, already show a significant depletion of progenitor cells 
compared to controls of the same age and sex. Moreover, there is accumulation 
of senescent cells, which play an important role on stem cells: a meaningful and 
potentially relevant consequence of accumulation of senescent cells is their 
impact on stem cells, due to depletion of progenitor cells pools and to changing of 
cellular proliferation, differentiation and mobilization. The main marker of this 
phenomenon has been found in telomeres, which are structures regulating 
genome stability and cellular replication. 
It has been recently identified a hormone, called betatrophin, which 
promotes proliferation of beta-pancreatic cells producing insulin in rats, which 
leads to the result of raising insulin levels and so to control blood concentration of 
glucose in a better way. As far as we currently know, liver and adipose tissue 
produce this hormone in animal models, but it has not identified yet how it works. 
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For this reason, and due to the fact that there are no studies about 
generation of beta-pancreatic cells from CD34+ in literature, the aim of this thesis 
is to differentiate beta-cells like starting from CD34+ stem cells isolated from 
healthy subjects and from people suffering from type 1 and type 2 diabetes 
mellitus, with or without the presence of betatrophin and of an antioxidant, called 
resveratrol, known for its capabilities in activating telomerase enzyme. 
Preliminary results obtained in this thesis confirmed the possibility of 
differentiating beta-pancreatic cells starting from peripheral stem cells. In our 
experimental conditions, we did not observe any difference in number nor vitality 
of CD34+ stem cells isolated from healthy or diabetic patients. Moreover, we 
induced in all studied subjects an in vitro expansion leading to an increase of 
available CD34+ cells and we did not observe any variation of this expansion due 
to pathology. The interesting fact is that any pathologic condition we are able to 
induce an in vitro differentiation of adult stem cells in beta-cells like. This is also 
demonstrated both by basal and after stimulation secretion of insulin and by 
synthesis of insulin. Use of antioxidant as resveratrol, during cellular expansion, it 
contributed to conflicting results that should be further explored. 
Even if data are very preliminary, at present it is right to suppose that it is 
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1.1. Cenni sul diabete 
Con il termine diabete non si indica una singola entità patologica ma 
piuttosto una sindrome clinica1,2 caratterizzata da iperglicemia cronica con 
alterazioni del metabolismo dei carboidrati, dei grassi e delle proteine, a causa di 
difetti della secrezione e/o dell’azione insulinica. La causa del diabete continua ad 
essere sconosciuta, anche se l’attenzione dei ricercatori è sempre più concentrata 
su una serie di fattori: l’aumento dei casi di obesità, l’aumento dell’età media e 
dell’aspettativa di vita, uno stile di vita più sedentario, un aumento dello stress e, 
soprattutto, la genetica. Questa malattia viene definita una sindrome eterogenea 
poiché comprende varie forme cliniche, di cui le più frequenti sono il diabete 
mellito di tipo 1 o insulino-dipendente (T1DM o IDDM) e il diabete mellito di tipo 
2 o non insulino-dipendente (T2DM o NDDM). Il diabete di tipo 1 (detto anche 
diabete giovanile in quanto insorge generalmente nei primi trenta anni di vita) è 
determinato da una distruzione autoimmune delle cellule beta delle isole di 
Langerhans, a cui consegue una totale assenza di insulina, e rappresenta circa il 
10% dei casi di diabete3,4. Il diabete di tipo 2, che rappresenta quindi circa il 90% 
dei casi, insorge prevalentemente dopo i 35-40 anni di età con una ridotta 
secrezione insulinica associata ad una resistenza, da parte dei tessuti, all'azione 
dell'ormone stesso. L’esordio, difficilmente diagnosticabile, è caratterizzato da 
iperglicemia e conseguente poliuria, polidipsia e polifagia. Obesità o sovrappeso 
sono un’altra caratteristica degli individui affetti da questa patologia5,6. 
Il diabete interessa circa il 4% della popolazione e si stima che a fronte di un 
2% noto ve ne sia almeno un altro 2% non diagnosticato. 
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1.1.1. Diabete mellito di tipo 2 
Il diabete di tipo 2 è il disordine endocrino-metabolico più diffuso nel 
mondo; colpisce, il 5-10% della popolazione dei Paesi industrializzati e rappresenta 
quasi il 90% di tutti i casi di diabete mellito. Questa patologia è un problema di 
sanità pubblica enorme ed in continua crescita: secondo valutazioni dell’OMS, la 
crescita annuale del diabete è stimabile intorno al 5-6%. Con questa velocità di 
incremento i soggetti affetti da diabete mellito tipo 2 saranno oltre 220 milioni nel 
giro dei prossimi 10 anni. Si stima un aumento dei casi di diabete soprattutto nei 
Paesi in via di sviluppo ma anche nei Paesi industrializzati, tra cui l’Italia, sia perché 
l’età media della popolazione è sempre più in aumento, sia perché l’incidenza di 
obesità nelle fasce di età medio-basse è un dato di fatto reale e molto 
preoccupante7,8,9,10. 
Il diabete mellito di tipo 2 è caratterizzato da difetti della β-cellula associati 
a ridotta sensibilità dei tessuti periferici all’azione dell’insulina (insulino-
resistenza) e insufficiente secrezione insulinica a livello delle β-cellule 
pancreatiche. Le β-cellule mostrano, nel diabete di tipo 2, una significativa 
riduzione di numero e volume, alterazione dovuta ad aumentata morte per 
fenomeni apoptotici, non compensata da adeguata rigenerazione11,12,13. Nella 
storia naturale del diabete di tipo 2 è l’insulino-resistenza a comparire per prima, 
il che impone un lavoro aggiuntivo alle β-cellule per compensare la ridotta efficacia 
dell’insulina prodotta14. Quando poi le cellule β non riescono più a far fronte alle 
aumentate necessità, la produzione di insulina diminuisce e il diabete si evidenzia 
clinicamente, progredendo negli anni a seguire15,16,17. A tutto ciò contribuiscono 
fattori genetici e acquisiti. 
Numerosi polimorfismi di geni in grado di influenzare la sopravvivenza e la 
funzione della β-cellula sono stati descritti recentemente, ed è questo un settore 
in evoluzione continua18,19. 
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1.1.2. Diabete mellito di tipo 1 
Il diabete mellito di tipo 1 (che rappresenta meno del 10% di tutti i casi di 
diabete) è una malattia caratterizzata da carenza assoluta di insulina che insorge 
come conseguenza di un processo autoimmune cronico, selettivo contro le β-
cellule delle isole di Langerhans insulino-secernenti20,21,22. Il processo 
autoimmunitario non è congenito ma deriva da un’interazione tra una condizione 
di predisposizione genetica e fattori ambientali non ancora identificati. Di questo 
processo patogenetico si conoscono molti aspetti ma a tutt’oggi se ne ignora la 
vera eziologia23,24,25,26. Questa forma di diabete può insorgere a qualunque età 
anche se, in oltre la metà dei casi, si manifesta in età infantile/adolescenziale27,28, 
con maggiore frequenza nelle popolazioni di razza caucasica, con differenze 
notevoli in rapporto alle etnie o alle regioni di appartenenza. In Europa, lo studio 
EURODIAB ha mostrato un’incidenza di diabete tipo 1 che varia da 5 casi/100.000 
abitanti/anno in Grecia a oltre 40 casi in alcune zone della Finlandia e della 
Sardegna. Anche al di fuori dell’Europa esiste un gradiente geografico di incidenza 
da nord a sud nell’emisfero boreale, con andamento speculare nell’emisfero 
australe. A tassi di incidenza molto elevati osservati nei paesi scandinavi, 
corrispondono valori di incidenza via via decrescenti nelle popolazioni europee 
continentali e mediterranee. In Italia è stata riscontrata una rilevanza pari a 4-8 
casi/100.000 abitanti/anno29. Questa regola conosce comunque delle eccezioni, 
come quella della Sardegna caratterizzata da un’incidenza di diabete tipo 1 tra le 
più elevate30. Da segnalare che l’aspetto più rimarchevole nell’epidemiologia del 
diabete tipo 1 è il costante aumento di incidenza della malattia, che nel corso degli 
ultimi decenni è cresciuta fino a quattro volte nei paesi europei, in modo 
particolare nelle fasce di età tra zero e cinque anni31,32. 
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1.2. Terapie attuali del diabete mellito 
La scoperta dell’insulina (Banting & Best, Toronto 1921) ha cambiato la storia 
naturale della malattia diabetica, trasformandola da patologia acuta, rapidamente 
fatale (la vita media di una persona diabetica di tipo 1 era di pochi mesi e la morte 
sopraggiungeva generalmente in seguito a chetoacidosi o infezioni), a malattia 
cronica. Nei primi anni la terapia insulinica, eseguita in maniera molto empirica, 
anche se era in grado, nell’immediato, di salvare la vita alla persona che sviluppava 
il diabete, non era capace di proteggere il paziente dallo sviluppo delle 
complicanze croniche. Con la moderna diabetologia si intuì che l’obbiettivo di 
un’adeguata terapia del diabete era di raggiungere livelli glicemici simili al 
soggetto non diabetico. Nel 1993, sono stati resi noti i risultati dello studio 
Diabetes Control and Complication Trial (DCCT)33 in cui si dimostrava, per la prima 
volta, che un miglior controllo glicemico nei pazienti con diabete di tipo 1 riduceva 
in maniera significativa l’incidenza delle complicanze croniche correlate al diabete. 
1.2.1. Terapia per il diabete mellito tipo 1 
Il diabete, comunque, rimane tutt’oggi una malattia dall’impatto socio-
sanitario drammatico, sia per la sua notevole diffusione e sia per le associate 
complicanze acute (coma ipoglicemico, coma iperosmolare) e croniche (con danni 
a carico di occhi, reni, sistema nervoso, apparato cardiocircolatorio) che sono 
purtroppo ancora molto frequenti, spesso invalidanti, e, non di rado, direttamente 
o indirettamente causa di morte. Tale patologia, inoltre, può presentarsi a 
qualsiasi età, ma la maggiore incidenza si ha nei bambini, negli adolescenti e in 
giovani adulti. Come accennato precedentemente, il T1DM, che è causato dalla 
distruzione da parte dei linfociti T delle cellule beta-pancreatiche, causa una totale 
eliminazione delle proprie cellule beta, con un aumento incontrollato della 
glicemia. Una volta che il diabete di tipo 1 si è manifestato, la terapia insulinica 
sostitutiva, realizzata mediante somministrazione esogena di insulina, diventa 
l’unica forma di trattamento per controllare le alterazioni metaboliche acute e la 
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comparsa di complicanze d’organo periferiche. Tuttavia, anche se l’insulina è un 
farmaco salvavita per i diabetici, non è in grado di garantire un accurato controllo 
del tasso ematico di glucosio. Pertanto, con il progredire degli anni, la patologia 
può comportare uno sviluppo di complicanze secondarie anche gravi e invalidanti. 
Nel diabete mellito, dunque, gli obbiettivi principali che si sono posti i 
diabetologi sono quelli di ottenere il miglior controllo glicemico e metabolico 
possibile, ridurre significativamente la prevalenza delle complicanze, fare in modo 
che la malattia interferisca il meno possibile sulla qualità di vita del paziente e della 
sua famiglia. Nel corso degli anni il trattamento insulinico ha conosciuto un 
continuo e progressivo miglioramento, sia in termini di sviluppo di molecole 
sempre più adeguate alle necessità del malato, che dal punto di vista delle 
tecniche di somministrazione, divenute col tempo più sicure e meno disagevoli per 
il paziente34,35. Si inseriscono in questo ambito tutti quegli approcci terapeutici che 
sembrano essere in grado di ripristinare il normale feedback tra i livelli circolanti 
di glucosio e altri metaboliti da un lato, e la secrezione insulinica dall’altro. Da 
questo punto di vista, ben si comprende come, per quanto riguarda in particolare 
il diabete di tipo 1, la possibilità di ripristinare il perduto patrimonio β-cellulare 
rappresenti un’opzione di estremo interesse. Tale opzione, attualmente, consiste 
nel trapianto di pancreas, che può essere eseguito mediante asportazione 
dell’intero organo oppure della sola componente endocrina (isole di 
Langerhans)36,37,38,39,40. 
1.2.2. Terapia per il diabete mellito tipo 2 
I pazienti affetti da diabete mellito tipo 2, vengono sottoposti a trattamento 
farmacologico che pone l’obiettivo di controllare i sintomi della patologia e di 
evitare le complicanze gravi, soprattutto quelle a lungo termine. I farmaci 
maggiormente utilizzati in terapia per la cura del diabete mellito di tipo 2 sono 
essenzialmente gli ipoglicemizzanti orali, considerati una prima scelta per il 
trattamento di questa forma di diabete, ma del tutto inefficaci in caso di completa 
deficienza delle cellule β del pancreas (situazione tipica del diabete di tipo 1). Gli 
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ipoglicemizzanti agiscono iperattivando le poche cellule ancora funzionanti del 
pancreas e sensibilizzando i tessuti periferici alla captazione di insulina. 
1.3. Terapie future per la cura del diabete: le cellule staminali 
Nonostante siano disponibili diversi trattamenti per la patologia diabetica, 
questi non sono comunque capaci di offrire lo stesso grado di controllo glicemico 
che si ritrova nei soggetti sani e, inoltre, non sono in grado di impedire la 
progressione delle complicanze associate ai tessuti periferici. 
Il potenziale delle terapie con cellule staminali per il trattamento del diabete 
rappresenta una delle principali linee di ricerca attuali in questo settore. In futuro, 
a sostituire l’insulina esogena potrebbe essere il trapianto autologo di staminali 
emopoietiche. In questo contesto un aiuto potrebbe arrivare proprio dalla terapia 
rigenerativa che si appoggia a trattamenti che potrebbero essere in grado di 
ricostituire la massa β-cellulare pancreatica, così da consentire il ripristino a lungo 
termine del normale controllo glicemico. In questi termini la terapia rigenerativa 
si presenta come un trattamento potenzialmente curativo. Nonostante il fatto che 
la causa principale delle due forme di diabete risulti essere differente, tutti i 
pazienti potrebbero beneficiare di trattamenti per indurre una rigenerazione della 
propria massa β-cellulare. 
Riuscire a capire come mai nel diabete siano ridotte le “riserve” di staminali, 
aiuterebbe nel percorso di cura della malattia stessa. In questo contesto 
potrebbero giocare un ruolo importante alcune molecole in grado di indurre 
differenziazione e replicazione cellulare che, in associazione con la modulazione 
dell’attività telomerasica e la lunghezza dei telomeri, potrebbero aprire nuove 
strade per la cura del diabete. Pertanto, lo studio sulla possibilità di individuare 
molecole che potrebbero modulare la lunghezza telomerica e, di conseguenza, la 
disponibilità di un pool di cellule staminali pronte a sostituire le β-cellule distrutte, 
presenterebbe il vantaggio di poter tentare di bloccare o rallentare la comparsa 
del diabete mellito sia di tipo 1 che di tipo 2. 
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1.3.1. Cenni sulle staminali 
Le cellule staminali sono cellule primitive non specializzate, dotate della 
capacità di trasformarsi in diversi altri tipi di cellule del corpo attraverso un 
processo di differenziamento cellulare41,42. 
Per poter essere definita come staminale una cellula deve soddisfare due 
proprietà: l'autorinnovamento e la pluripotenza. L'autorinnovamento rappresenta 
la capacità di tali cellule di compiere un numero illimitato di cicli replicativi 
mantenendo sempre il medesimo stadio differenziativo. Ciascuna cellula 
staminale può realizzare l’autorinnovamento tramite la divisione asimmetrica 
obbligata (si origina un’altra staminale e una cellula destinata a differenziarsi) 
oppure mediante differenziamento stocastico (alcune si dividono generando 
nuovamente due staminali, mentre altre formano cellule che vanno incontro a 
differenziamento)43,44. 
La pluripotenza, invece, è la capacità di dare origine a una o più linee o tipi 
cellulari tramite il differenziamento. All’interno di questo concetto potrebbe 
essere anche compreso quello di transdifferenziamento, cioè la capacità di una 
cellula staminale in fase di differenziamento di cambiare la propria linea cellulare 
modificando il suo programma di sviluppo45. 
Le cellule staminali possono essere classificate in base alla loro potenza, 
ovvero alla capacità che hanno di differenziarsi nei vari tipi o linee cellulari: 
 Totipotenza: capacità di una singola cellula di dividersi e produrre tutte le 
cellule differenziate in un organismo, compresi i tessuti extraembrionali. 
Nei mammiferi è conosciuta una singola cellula totipotente, denominata 
zigote46,47. 
 Pluripotenza: capacità di una singola cellula di dividersi e di differenziarsi 
in uno qualsiasi dei tre strati germinali: endoderma, mesoderma o 
ectoderma48. Tali cellule non possono pertanto dare origine ad un 




 Multipotenza: potenziale di differenziarsi in un numero limitato di lignaggi 
cellulari; sono anche dette “cellule progenitrici”. Un esempio di cellula 
staminale multipotente è una cellula ematopoietica la quale può 
svilupparsi in diversi tipi di cellule del sangue, ma non può svilupparsi in 
cellule cerebrali o altri tipi di cellule al di fuori dei tipi appartenenti al 
tessuto del sangue. Sono cellule considerate essere permanentemente 
impegnate ad una funzione tissutale specifica49. 
 Oligopotenza: capacità di differenziarsi solo in alcuni tipi di cellule50. 
 Unipotenza: capacità di differenziarsi in un singolo tipo di cellula; sono 
anche dette “cellule precursori”. Ad esempio gli epatociti, che 
costituiscono la maggior parte del fegato, sono unipotenti51. 
Le cellule staminali possono essere classificate anche in base alla loro 
sorgente di derivazione. Di particolare interesse per questo studio sono le cellule 
staminali ematopoietiche adulte. 
Le cellule staminali adulte sono presenti nell’individuo adulto e non sono 
specializzate; hanno il compito di fornire alcune specifiche cellule grazie alla loro 
divisione giornaliera. Ad esempio, 200 miliardi di globuli rossi sono generati ogni 
giorno nel corpo da cellule staminali emopoietiche adulte: questo processo è 
chiamato differenziazione. 
Le cellule staminali ematopoietiche (HSC - Hematopoietic Stem Cells) sono 
in grado di dare origine a tutte le cellule del tessuto sanguigno. La divisione 
mitotica asimmetrica delle HSC porta alla formazione di due tipologie di cellule: 
una cellula HSC identica alla cellula madre, che ha il compito di mantenere 
costante il pool di staminali, e una cellula progenitrice parzialmente differenziata 
e incapace di autorinnovamento (quindi non staminale), ma dotata di un ampio 
potenziale replicativo. La tipologia di differenziamento a cui va incontro la cellula 
progenitrice (definita anche TAC, transit amplifying cell per le sue capacità 
replicative) determina la distinzione delle cellule del sangue in due grandi classi: 
 cellule dalla linea mieloide, di cui fanno parte i monociti (precursori dei 
macrofagi), i granulociti i neutrofili, i basofili o eosinofili, gli eritrociti, i 
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megacariociti (precursori dei trombociti o piastrine) e le cellule 
dendritiche; 
 cellule della linea linfoide a cui appartengono i linfociti T, i linfociti B, e le 
cellule natural killer (NK). 
La caratteristica distintiva delle cellule staminali progenitrici ematopoietiche 
è la presenza di un antigene di superficie, denominato CD34, che permette di 
identificare e isolare tale popolazione cellulare. 
1.3.2. L’antigene CD34 
L’antigene CD34 è una glicoproteina transmembrana a catena singola di 105-
120 KDa, espressa su gran parte delle cellule ematopoietiche del midollo osseo, 
quali progenitori unipotenti e progenitori multipotenti, e la cui funzione non è 
tutt’ora chiara anche se si pensa sia coinvolta nei contatti cellula-cellula o cellula-
matrice extracellulare. 
Figura 1. Linee cellulari discendenti dalle cellule staminali emtopoietiche. Fonte: 
en.wikibooks.org, Structural Biochemestry/Stem Cell. 
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Il CD34 risulta espresso ad alti livelli nei progenitori più precoci, diminuendo 
progressivamente con la maturazione. Si tratta di un antigene di differenziazione 
leucocitario stadio-specifico, presente sulle cellule progenitrici linfoidi, ed è 
codificato da un gene localizzato sul cromosoma 1. L’anticorpo monoclonale anti 
CD34 viene classificato in 3 classi principali, in funzione della sensibilità del 
corrispondente epitopo CD34 alla degradazione con enzimi. 
Le cellule CD34+ possono trovarsi a livello del cordone ombelicale, del 
midollo osseo o del sangue periferico. A seconda del tessuto di riferimento si è 
osservata sia una differente frequenza d’espressione del CD34 che un diverso 
grado di maturazione della cellula, rispetto a quelle che non lo posseggono. In 
particolar modo è stato osservato che nel midollo osseo dall’1-3% delle cellule 
sono CD34+, nel cordone ombelicale sono il 0,1-0,4%, mentre nel sangue periferico 
si ritrova la concentrazione inferiore con 0,01-0,1% di cellule CD34+ 52. 
1.3.3. Diabete, staminali e senescenza cellulare 
Dati presenti in letteratura hanno dimostrato, attraverso l’uso di una 
metodica citofluorimetrica, che pazienti affetti da diabete mellito di tipo 2 
presentano una riduzione di circa il 40-50% nel numero delle Cellule Progenitrici 
Endoteliali (EPCs) circolanti. Questo potrebbe rappresentare un difetto dei 
processi endogeni di riparazione che predispone al danno vascolare o alla 
sostituzione di β-cellule. 
La riduzione delle EPCs è più marcata nei pazienti diabetici con complicanze 
vascolari e che la loro riduzione sia parallela alla progressione delle complicanze 
della malattia diabetica. È noto anche che il livello delle cellule progenitrici 
circolanti CD34+ (precursori indifferenziati delle EPCs) è ridotto molto 
precocemente nella storia naturale del diabete di tipo 2.  Una riduzione e 
disfunzione delle EPCs sono state individuate anche in pazienti affetti da diabete 
di tipo 1, in maniera del tutto simile a quanto osservato per il diabete di tipo 2. 
Soggetti giovani affetti da diabete di tipo 1, anche in assenza di microangiopatia, 
mostrano già una significativa deplezione di cellule progenitrici rispetto ai controlli 
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di pari età e sesso. A questo si associa l’accumulo di cellule senescenti, che giocano 
un ruolo importante sulle cellule staminali. Tale accumulo potrebbe esaurire i 
tessuti dei pools delle cellule staminali o delle cellule progenitrici, e distruggere il 
loro microambiente, alterandone la proliferazione, la differenziazione e la 
mobilizzazione dal midollo verso i vasi. 
La senescenza cellulare insorge quando una cellula, dopo essersi divisa per 
un certo numero di volte (che varia in base al tipo di cellula e alle condizioni 
ambientali), si arresta in maniera irreversibile in uno stato di non divisione. Le 
senescenza cellulare risente sia di fattori fisiologici, legati al normale processo di 
invecchiamento cellulare, che patologici, tanto da risultare esaltata in alcune 
disfunzioni croniche e degenerative. Questo fenomeno è regolato dai telomeri, 
specifiche strutture lineari nucleo-proteiche poste alle estremità dei cromosomi 
eucariotici che svolgono almeno due funzioni essenziali: controbilanciano la 
replicazione incompleta del DNA terminale e proteggono le estremità 
cromosomiche da eventi di degradazione e fusione (capping), permettendo alla 
cellula di distinguere le porzioni terminali dei cromosomi da siti di rottura del DNA. 
Ad ogni ciclo di divisione cellulare, i telomeri subiscono un graduale accorciamento 
a causa dell’incapacità delle DNA polimerasi di replicare completamente le 
estremità telomeriche. Tale processo si protrae fino al raggiungimento di una 
lunghezza minima critica (limite di Hayflick) che segnala la fine della proliferazione, 
l’inizio della senescenza e la successiva morte per apoptosi della cellula. 
Normalmente, comunque, i telomeri sono mantenuti ad una lunghezza 
costante grazie all’enzima telomerasi, una trascrittasi inversa specializzata che usa 
la sua componente ad RNA come stampo per allungare le eliche ricche in G, così 
da tardare la senescenza cellulare. 
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1.3.4. Resveratrolo in protezione dei telomeri 
Il resveratrolo (3,5,4'-triidrossi-
trans-stilbene) è un polifenolo ritrovato 
nella buccia dell’acino dell’uva, nelle 
arachidi o in alcuni frutti di bosco. Il 
resveratrolo viene prodotto dalle piante 
a scopo protettivo, infatti, protegge le 
stesse dagli stress ambientali, quali virus, 
batteri e funghi53, raggi UV54, stress idrici, 
ecc. 
L’interesse nello studio di tale molecola risiede proprio nelle sue molteplici 
potenzialità in quanto è in grado di agire come antiossidante, inibendo la 
perossidazione dei lipidi delle lipoproteine a bassa densità (low–density 
lipoprotein, LDL) e anche prevenendo la citotossicità delle LDL ossidate55, di 
funzionare come antinfiammatorio e antitumorale per la capacità di bloccare la 
produzione dell'enzima che causa la crescita delle cellule tumorali56,57 e di svolgere 
attività anti-invecchiamento delle cellule58. A tal proposito, vista la correlazione 
tra lunghezza dei telomeri e senescenza cellulare59, studi in vitro suggeriscono che 
il resveratrolo sia in grado di promuovere l’attività telomerasica, contribuendo così 
a mantenere la lunghezza dei telomeri, senza intaccare la proliferazione cellulare. 
Fra i problemi incontrati dalle ricerche sul resveratrolo vi erano da un lato la 
mancata conoscenza dei meccanismi che ne avrebbero dovuto mediare l’azione e, 
dall’altro, una certa opacità nel rapporto fra dosaggi ed effetti. 
Secondo recenti studi, la sostanza esplica i propri effetti mobilitando le 
sirtuine, una famiglia di proteine di cui è già nota l’influenza sui processi di 
invecchiamento, mentre per altri ricercatori si avrebbe l’attivazione di un percorso 
energetico separato, chiamato AMPK, che pur essendo anch’esso collegato ai 
mitocondri non comporta il coinvolgimento dei geni per le sirtuine. 
Figura 2. Struttura chimica del 




Il silenziamento di SIRT1 (che codifica la principale sirtuina di cui si ipotizza il 
coinvolgimento) in topi ingegnerizzati, ha permesso di controllare la funzionalità 
mitocondriale delle cellule somministrando basse dosi di resveratrolo. Nei topi 
knockout non è stato osservato alcun miglioramento della funzionalità dei 
mitocondri e, al contrario, nei topi di controllo si poteva osservare un deciso 
aumento della produzione di energia, confermando quindi il coinvolgimento di 
SIRT1 nella esplicazione degli effetti del resveratrolo. 
Inoltre, è stato osservato che aumentando le dosi di resveratrolo, anche nei 
topi knockout si osservava altresì l’attivazione della via AMPK, ma senza alcun 
beneficio alla funzione mitocondriale. Pertanto, pur restando non del tutto noti i 
meccanismi con cui il resveratrolo agisce nel metabolismo cellulare, si è dedotto 
che somministrando dosi molto elevate è possibile ritrovare effetti avversi dovuti 
al rischio di colpire e alterare anche altre molecole coinvolte nel funzionamento 
cellulare, motivo per il quale è raccomandato l’utilizzo della dose minima 
efficace60. 
Trattando colture cellulari di diversi pazienti con il resveratrolo si indagherà 
sulla possibile capacità di ritardare la senescenza cellulare per via della sua azione 
sulla telomerasi. 
Figura 3. Funzionamento del resveratrolo correlato a SIRT160. 
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1.3.5. Betatrofina ed effetti sulla β-cellula pancreatica 
Recentemente, uno studio condotto su animali ha portato alla scoperta di 
un nuovo particolare ormone, la betatrofina, che si pone come una molecola 
promettente per la cura del diabete mellito, sia di tipo 1 che di tipo 2, grazie al suo 
potenziale ruolo di stimolare la formazione di nuove β-cellule capaci di produrre 
insulina61. 
La betatrofina ( o angiopoietina 8) è una proteina di 198 amminoacidi che, 
nel topo, sembra promuovere la proliferazione delle β-cellule e migliorare la 
tolleranza al glucosio. La betatrofina potrebbe anche avere la funzione di inibitore 
dell’attività della lipasi e di regolatore dei trigliceridi nel siero. 
Nel topo, la betatrofina è espressa sia nel fegato che nel tessuto adiposo 
bianco e bruno, mentre nell’uomo è espresso solo nel fegato. I livelli di tale 
ormone sono ridotti a digiuno mentre sono elevati in condizioni di insulino-
resistenza o durante la gravidanza. 




Questi dati promettenti hanno pertanto permesso di studiare i livelli di 
betatrofina in persone con diabete di tipo 1, osservando che, al contrario di quanto 
ci si aspettasse, presentavano dei livelli di tale ormone addirittura superiori 
rispetto ai soggetti sani. Questo dato è stato confermato di recente anche da altri 
ricercatori62, i quali hanno osservato che le concentrazioni circolanti di betatrofina, 
rispetto a soggetti sani, sono aumentate nei diabetici di tipo 1, in contrasto con 
ciò che è stato recentemente descritto in un modello murino di diabete insulino-
dipendente. 
Vista la recente scoperta della betatrofina, in letteratura non sono presenti 
molti studi in merito e nulla si conosce del suo meccanismo di funzionamento. 
Anche per quanto riguarda il diabete mellito di tipo 2, i pochi lavori presenti sono 
stati condotti su modelli animale, motivo per cui gli effetti e il ruolo dell’ormone 
nell’uomo non sono ancora chiari e definiti. In un recente studio, Jiao Y. e colleghi 
hanno somministrato nel topo il peptide S961, antagonista del recettore per 
l’insulina, dimostrando che ad un aumento dell’espressione genica della 
betatrofina corrisponde un aumento della replicazione del pool β-cellulare. 
Tuttavia, mentre le β-cellule murine, trapiantate sotto capsula renale, sono 
indotte alla replicazione dall’incremento di betatrofina, quelle umane non 
sembrano rispondere allo stesso stimolo63. 
La conclusione di questi primi studi potrebbe essere quella che, il semplice 
aumento di questo nuovo ormone non sia sufficiente a proteggere le persone dal 
diabete di tipo 1 e 2. Tuttavia, tutti i lavori sembrano confermare che la betatrofina 
possa avere un meccanismo fisiologico che potrebbe portare, se non proprio alla 
protezione o replicazione, quantomeno alla preservazione delle β-cellule 
pancreatiche nel tempo. In base a questi lavori è possibile ipotizzare che, un 
aumento farmacologico di questo ormone attraverso somministrazione o 
induzione, in combinazione o meno con altri farmaci, potrebbe permettere di 
bloccare o ritardare la comparsa del diabete.  
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2. Scopo della tesi 
La variazione della lunghezza dei telomeri, l’aumento dell’attività della 
telomerasi e la modulazione delle proteine del complesso di Sheltering osservati 
nei linfomonociti di pazienti diabetici con studi precedenti, potrebbero riflettere 
quello che si verifica nella sindrome metabolica e, come tale, potrebbe essere un 
ulteriore strumento utile per la prevenzione e la cura del diabete mellito. 
L’obbiettivo del progetto su cui è basata la mia tesi è quello di trovare delle 
fonti alternative per una terapia sostitutiva delle β-cellule che vengono distrutte 
sia nel diabete mellito di tipo 1 che di tipo 2. L’idea è quella di utilizzare la naturale 
fonte di cellule staminali ematopoietiche CD34+ del paziente diabetico al fine di 
differenziarle, mediante opportuno trattamento, in β-cellule funzionanti. Queste 
ultime, in una visione molto futuristica, potrebbero essere utilizzate per 
autotrapianto al fine di curare la patologia diabetica. 
Dai primi dati raccolti sembrerebbe emergere che la patologia diabetica 
possa influenzare il numero di cellule staminali ematopoietiche CD34+ presenti in 
circolo e potenzialmente pronte per sostituire le β-cellule distrutte. In questo 
contesto, abbiamo osservato anche differenze significative nella lunghezza dei 
telomeri e nell’attività della telomerasi, che potrebbero aprire una via 
d’intervento farmacologico per attivare la replicazione cellulare e la 
differenziazione di cellule totipotenti in endocrine. 
Dopo aver valutato il ruolo dei telomeri nel diabete e nelle cellule staminali, 
poiché in letteratura non sono presenti studi mirati a regolare l’attività 
proliferativa e di differenziazione delle cellule staminali ematopoietiche adulte nel 
paziente diabetico, l’obbiettivo di questo studio sarà pertanto quello di isolare ed 
espandere in vitro le cellule ematopoietiche CD34+ per poi indurre una 
differenziazione in β-cellule, addizionando al trattamento un’esposizione delle 
stesse a dosi farmacologiche di betatrofina in associazione o meno di resveratrolo. 
Lo scopo del mio studio, quindi, sarà quello di: 
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1. Isolare le cellule staminali da sangue periferico di donatori sani e con 
diabete mellito di tipo 1 e 2; 
2. Valutare il grado di logoramento telomerico attribuibile alle alterazioni 
metaboliche e patologiche associate al diabete; 
3. Analizzare se la lunghezza dei telomeri e l’attività della telomerasi sono 
correlabili con la velocità di differenziazione e replicazione delle cellule 
staminali emopoietiche e con la concentrazione di betatrofina circolante; 
4. Espandere le cellule CD34+ in vitro utilizzando specifici terreni di coltura 
privi di siero, in associazione con fattori di replicazione cellulare; 
5. Indurre la differenziazione delle cellule CD34+ in cellule endocrine; 
6. Esporre le cellule in differenziamento in cellule endocrino-simili a 
concentrazioni farmacologiche di betatrofina, con o senza l’aggiunta di 
resveratrolo; 




3. Materiali e Metodi 
3.1. Reclutamento dei pazienti 
Per questo studio sono stati reclutati soggetti sani (ND), pazienti con diabete 
mellito tipo 1 (T1DM) e pazienti con diabete mellito tipo 2 (T2DM), afferenti 
all’U.O.C. Malattie Metaboliche e Diabetologia di Pisa dell’Azienda Ospedaliero 
Universitaria Pisana. Per ogni paziente sono stati raccolti stati raccolti 5 mL di 
sangue in una vacutainer trattata con EDTA. Per separare il plasma dalla 
componente cellulare, il campione è stato centrifugato a 3500 rpm (2520 xg) per 
10 minuti a 4°C. La componente plasmatica è stata conservata a -80°C o 
eventualmente usata per l’estrazione dell’RNA totale. La componente cellulare 
nucleata del sangue è stata utilizzata per l’isolamento delle cellule 
linfomonocitiche, utili allo studio. 
3.2. Estrazione di linfomonociti da sangue 
Una prerogativa importante per ottenere una quantità sufficiente di cellule 
per l’espansione cellulare delle CD34+, è di partire da un volume di sangue che non 
sia inferiore a 5-6 mL. In questo modo ci 
si assicura di isolare dai linfomonociti 
ottenuti, una quantità sufficiente di 
cellule CD34+ per la successiva 
espansione in vitro. 
I linfomonociti sono stati isolati da 
sangue periferico in EDTA. La procedura 
più comunemente usata è la 
separazione mediante centrifugazione in 
gradiente di densità. Per questo studio è 
Figura 5. Centrifugazione in gradiente 
del sangue con LymphoprepTM. 
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stata utilizzata una soluzione, contenente un polimero idrofilico, con densità di 
1077 g/mL (Biocoll Separating Solution, Biochrom AG, Berlin, Germany - 
Lymphoprep™, STEMCELL Technologies). Il sangue è stato diluito 1:2 con soluzione 
fisiologica, per evitare la formazione di aggregati cellulari, stratificato molto 
lentamente sulla soluzione polimerica cercando di impiegare meno tempo 
possibile in quest’operazione: anche se stratificato bene, il sangue tende a 
depositarsi compromettendo la riuscita della separazione in gradiente. A seguito 
si centrifuga 1200 rpm (400 g) per 35 minuti senza freno a 18-20°C. Questo 
passaggio permette la stratificazione delle cellule del sangue in base alla densità: 
gli eritrociti raggiungono il fondo della provetta, i polimorfonucleati si raccolgono 
in una sottile patina bianca al di sopra dei globuli rossi, mentre le cellule 
mononucleate del sangue periferico (PBMC: periferal blood mononucleated cell) 
formano un anello biancastro all’interfaccia tra il plasma e il polimero. A questo 
punto i PBMC sono stati prelevati per poi essere sottoposti a due lavaggi 
consecutivi utilizzando come soluzione quella richiesta dal kit di isolamento delle 
CD34+ (Sali di Hank per il kit Invitrogen; soluzione PBS+EDTA+BSA per il kit 
Miltenyi). 
3.3. Isolamento cellule CD34+ 
Per effettuare l’isolamento delle cellule CD34+ dalla porzione 
linfomonocitaria del sangue periferico, abbiamo utilizzato due kit disponibili 
ritrovati in letteratura: CD34 MicroBead Kit UltraPure (Miltenyi Biotec, 
Mönchengladbach, Germany) e Dynabeads® CD34 Positive Isolation Kit, 
(Invitrogen™). 
3.3.1. Isolamento cellule CD34+ con kit Miltenyi 
Principio del metodo. Il kit di isolamento delle cellule CD34+ proposto dalla 
Miltenyi, sfrutta biglie magnetiche immunizzate contro l’antigene CD34, le quali, 
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dopo aver legato le cellule imputate, vengono isolate grazie ad un magnete. Il 
metodo assicura l’isolamento di cellule CD34+ con un grado di purezza del 99%, 
motivo per il quale è ampiamente utilizzato con successo in un vasto range di 
applicazioni, quali analisi in citometria a flusso, espansione in cultura, 
differenziamento in vitro, riprogrammazione cellulare, trasduzione retrovirale e 
addirittura nel trapianto di cellule in topi umanizzati o nell’uomo stesso. 
Le MACS MicroBeads sono particelle superparamagnetiche dal diametro di 
50 nm e sono coniugate con anticorpi altamente specifici per l’antigene CD34, 
presente sulla superficie cellulare. Proprio grazie alla loro dimensione, le 
microbiglie non attivano le cellule né saturano gli epitopi in superficie. A differenza 
delle biglie più grandi, le MACS MicroBeads non hanno bisogno di essere rimosse 
al termine della procedura di isolamento in quanto, oltre a non interferire col 
funzionamento cellulare, non sono tossiche e sono biodegradabili (testate in 
accordo con gli standard internazionali - ISO 10993 - e l’USP guidelines per la 
biocompatibilità). 
Le MACS Columns sono le colonne utilizzate per l’isolamento e contengono 
una matrice composta da sfere ferromagnetiche ricoperte da un rivestimento cell-
friendly. Quando vengono piazzate in un separatore magnetico, le sfere 
amplificano il campo magnetico così da indurre un elevato gradiente all’interno 
della colonna stessa. Ciò è indispensabile all’isolamento di quelle cellule che sono 
minimamente marcate e con molti epitopi liberi. Lo spazio tra le sfere 
ferromagnetiche è tale da permettere il passaggio delle cellule, così che quelle 
marcate magneticamente restano in sospensione nella colonna, senza 
effettivamente legarsi, minimizzando gli eventuali stress che tali legami 
potrebbero arrecare alle cellule, oltre a garantire un efficiente lavaggio senza la 
formazione di aggregati cellulari. 
Il tipo di selezione effettuato con questa metodica è la selezione positiva 
(infatti le cellule target, le CD34+, vengono marcate magneticamente). Durante la 
separazione, mentre le cellule marcate magneticamente vengono mantenute 
dentro la colonna, quelle non marcate, perché prive dell’antigene CD34, eluiscono 
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attraverso essa. Dopo una serie di lavaggi, la colonna viene rimossa dal campo 
magnetico e le cellule marcate vengono eluite e raccolte. 
Metodica. Per il lavaggio delle cellule in questo kit, viene utilizzata una 
soluzione composta da PBS 10x a pH 7.2, EDTA 2 mM e albumina di siero bovino 
(BSA) al 0.5%. Dal momento che, secondo i risultati ottenuti, la quantità di cellule 
CD34+ presenti in un campione iniziale di 5-6 mL di sangue è sempre inferiore alle 
108 cellule stabilite dal kit di isolamento Miltenyi, abbiamo proceduto col 
dimezzare le dosi di soluzioni previste dal protocollo originale. Dopo aver lavato i 
linfomonociti, si scarta bene tutto il surnatante, aiutandosi con una P200, e si 
risospende il pellet in 150 µL della medesima soluzione PBS+EDTA+BSA. A questo 
punto si procede aggiungendo 50 µL di FcR Blocking Reagent, che consiste di una 
soluzione di immunoglobuline IgG di derivazione umana, e poi si aggiungono 50 µL 
di CD34 MicroBeads UltraPure, che sono microbiglie coniugate con anticorpi 
murini monoclonali anti-CD34 umano (isotipo: topo IgG1). Dopo aver miscelato 
bene, si incuba per 30 minuti a 2-8°C senza necessitare di agitazione, in quanto le 
MACS MicroBeads sono sempre in sospensione. Dopo incubazione, segue un 
lavaggio e si risospende il pellet in 500 µL della soluzione PBS+EDTA+BSA, 
dopodiché si procede con l’isolamento in colonna: si piazza la colonna nel magnete 
si dispone al di sotto di essa una falcon da 15 ml per raccogliere gli scarti; si effettua 
un lavaggio con 500 µL della soluzione di PBS-BSA-EDTA per permeare le sfere 




ferromagnetiche (impiegherà 1-2 minuti ad eluire) per poi inserire i 500 µL del 
campione e attendere l’eluizione. L’eluato conterrà le cellule che non hanno legato 
l’anticorpo e che, quindi, non sono CD34+. Dopo tre lavaggi si rimuove la colonna 
dal magnete per piazzarla sopra una nuova falcon da 15 ml, in cui, mediante 
l’apposito stantuffo, si fanno eluire le cellule CD34+ marcate magneticamente. 
3.3.2. Isolamento cellule CD34+ con kit Invitrogen 
Principio del metodo. Il kit di isolamento per le cellule CD34+ proposto 
dall’Invitrogen permette di selezionare positivamente questa tipologia cellulare a 
partire da un campione di linfomonociti umani sfruttando delle biglie magnetiche 
immunizzate e dirette verso l’epitopo CD34. Il risultato stimato da questo kit 
dovrebbe essere una coltura cellulare priva di biglie magnetiche e anticorpi, senza 
subire cambiamenti fenotipici o funzionali. Tali cellule è possibile utilizzarle per 
diverse applicazioni quali citometria a flusso, studi funzionali o colture cellulari per 
il differenziamento.  
Il primo step del metodo prevede la cattura delle cellule CD34+ attraverso le 
Dynabeads® e il loro isolamento mediante il magnete Dynal®. Nel secondo step le 
biglie magnetiche sono staccate dalle cellule e rimosse mediante un opportuno 
reagente, il DETACHaBEAD CD34.  
Le Dynabeads® per le cellule CD34+ sono biglie uniformi costituite da un polimero 
superparamagnetico con diametro di 4.5 μm. Tali biglie sono rivestite da un 
anticorpo monoclonale primario specifico per l’antigene di membrana CD34 
prevalentemente espresso nelle cellule progenitrici ematopoietiche umane. Le 
Dynabeads® sonno sospese in PBS con 0.1% BSA e 0.02% NaN3. Una volta che le 
biglie magnetiche avranno legato le cellule che esprimono il CD34, mediante un 
magnete sarà possibile selezionarle per poi procedere al distacco delle biglie 
stesse dalle cellule. La soluzione di rilascio delle biglie, la DETACHaBEAD CD34, è 
costituita da un anticorpo policlonale anti-Fab specifico per l’anticorpo CD34 
situato sulle Dynabeads®, per cui la presenza di tale soluzione provoca il distacco 
delle Dynabeads® dalle cellule CD34+ a cui erano legate. 
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Metodica. Il protocollo utilizzato è adattato all’isolamento di cellule CD34+ 
da 1 mL di linfomonociti che abbiano una concentrazione iniziale di 4 x 107 - 1 x 
108 cellule/mL. Il primo passo è quello di lavare le Dynabeads®: si mescolano in 
una falcon da 15 mL 4 x 107 Dynabeads® (corrispondenti a 100 µL) con una quantità 
equivalente di una soluzione priva di Ca2+ and Mg2+ con 0.1% BSA con pH 7.4 (a 
tale scopo abbiamo utilizzato la soluzione di Hank sterile), quindi si mette la falcon 
nel magnete per 1 minuto così che, rimuovendo il surnatante si ottiene un lavaggio 
delle biglie, le quali verranno poi risospese in 100 µL di soluzione. 




Una volta pronto il pellet di linfomonociti, lo si risospende in 1 mL di Hank’s 
solution che viene poi aggiunto alle Dynabeads®. Dopo aver risospeso bene si 
incuba in agitazione per 30 minuti a 4-8°C. L’agitazione e rotazione del campione 
è importante per evitare che le Dynabeads® non sedimentino sul fondo della 
falcon, mentre la temperatura dev’essere tra i 2-8°C così da ridurre l’attività 
fagocitaria e altri eventuali processi metabolici. 
Al termine dell’incubazione si aggiungono 2 mL di Hank’s solution, si risospende 
bene, quindi si piazza la falcon nel magnete e si scarta il surnatante. Effettuando 
diverse volte questo lavaggio si assicura l’allontanamento delle cellule che non 
esprimono il marcatore ricercato. Dopo tali lavaggi si procede col distacco delle 
Dynabeads® dalle cellule: si risospende il campione in 100 µL di Hank’s solution e 
si aggiunge uguale quantità di soluzione DETACHaBEAD, tenuta a temperatura 
ambiente. Dopodiché si ripetono i medesimi passaggi di lavaggio conservando, 
però, il surnatante. Il volume risultate viene lavato e il pellet rimanente è costituito 
da cellule CD34+. 
3.4. Espansione in vitro delle cellule CD34+ 
In letteratura sono stati identificati principalmente tre differenti terreni di 
crescita specifici per l’espansione delle cellule CD34+ i quali sono stati testati al fine 
di stabilire quale fosse il migliore, in termini di velocità e entità di replicazione, per 
l’espansione di tali cellule. 
I terreni individuati e testati sono: 
1. Stemline® II Hematopoietic Stem Cell Expansion Medium (Sigma-
AldrichTM), terreno di seconda generazione della Sigma, privo di siero, 
contenente L-glutammina, di tipo liquido e sterile, studiato per la coltura 
cellulare e l’espansione delle cellule progenitrici ematopoietiche CD34+. Lo 
Stemline II è stato sviluppato per ottimizzare il bilancio tra cellule 
differenziate e non differenziate e massimizzare, inoltre, la loro 
espansione. Lo Stemline II ha come unica componente animale l’albumina 
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di derivazione umana, così da incrementare le prestazioni del terreno e 
ridurre eventuali rischi associati ad errori accidentali. 
2. StemSpan™ H3000 (StemCell), è un terreno sviluppato per la coltura e 
l’espansione in vitro delle cellule ematopoietiche umane. Contiene 
proteine pre-testate di derivazione umana e ricombinanti. 
3. StemSpan™ Serum-Free Expansion Medium (SFEM) (StemCell), è un 
terreno sviluppato anch’esso per lo sviluppo in vitro di colture ed 
espansione di cellule ematopoietiche umane. Il mezzo contiene albumina, 
insulina, transferrina e altre proteine supplemento. 
Tutti i terreni testati richiedono l’aggiunta di citochine e fattori per avere 
crescita ed espansione ottimali delle cellule ematopoietiche. I fattori aggiuntivi, 
indispensabili per favorire la crescita delle cellule CD34+ e la loro espansione sono: 
 Trombopoietina (TPO – umana ricombinante, espressa in E. coli, Sigma-
AldrichTM) è una proteina di derivazione umana che svolge il ruolo di 
stimolatore della replicazione cellulare. In vivo, la trombopoietina viene 
sintetizzata principalmente nel fegato64 ma può essere prodotta anche 
da reni, testicoli, cervello, e nelle cellule stromali del midollo osseo. Ha 
una grossa omologia con l’eritropoietina ed è richiesta, ma non 
obbligatoria, per la formazione di piastrine. 
 Stem Cell Factor (SCF, Sigma-AldrichTM) è una citochina che lega il 
recettore c-Kit (CD117); lo SCF può esistere sia come proteina 
transmembrana che come proteina solubile e, in vivo, viene prodotto da 
fibroblasti e da cellule endoteliali. Il suo ruolo è correlato con 
l’ematopoiesi durante lo sviluppo embriogenico, nonché con la 
spermatogenesi e la melanogenesi. Alcuni studi hanno dimostrato che 
lo stem cell factor è altamente espresso nei siti in cui avviene 
l’ematopoiesi, come il fegato fetale e il midollo osseo, e che in topi 
knockout per tale fattore o per il suo recettore morivano in utero per 
anemia65. Il SCF potrebbe servire anche per guidare le cellule staminali 
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ematopoietiche alla loro nicchia staminale, giocando così un importante 
ruolo nel mantenimento delle cellule staminali stesse. 
 Granulocyte Colony Stimulation Factor (G-CSF o GCSF – umano 
ricombinante, espresso in E. coli, Sigma-AldrichTM), noto anche come 
colony-stimulating factor 3 (CSF 3), è una glicoproteina che stimola il 
midollo osseo a produrre granulociti e cellule staminali, nonché il loro 
rilascio nel flusso sanguigno. Funzionalmente, il G-CSF è una citochina e 
ormone prodotto da diversi tipi di tessuti quali, endotelio, macrofagi e 
altre cellule immunitarie. Inoltre, oltre ad essere un fattore di 
proliferazione e differenziamento in granulociti, è anche un potente 
induttore della mobilitazione delle cellule staminali ematopoietiche dal 
midollo osseo al flusso sanguigno, senza agire direttamente sulle stesse 
cellule progenitrici. 
Inoltre, tutti i terreni sono stati supplementati con antibiotici: Amfoteracina B (750 
μg/L), Gentamicina Solfato (50 mg/L), Penicillina G Sodica (100.000 UI/L), 
Streptomicina (100 mg/L), tutti forniti dalla Sigma-AldrichTM. 
Metodica. In primo luogo è importante portare a temperatura ambiente il 
terreno prescelto; è stato utilizzato 1 mL per ogni pozzetto e ne sono stati allestiti 
almeno 2 per campione così da avere un controllo. Dopo aver messo il solo terreno 
nel pozzetto della multiwell da 24 (Greiner Cellstar® multiwell colture plate with 
lid, Sigma-Aldrich) sono stati aggiunti i tre fattori di crescita con concentrazione 
100 ng/mL. Per assicurare il mantenimento dell’umidità nella piastra, i pozzetti 
vuoti sono stati riempiti con 1 mL di acqua sterile ciascuno. Prima di inoculare le 
cellule, la piastra è stata incubata per 15 minuti a 37°C. Al termine, le cellule CD34+ 
sono state risospese in un volume utile di Hank’s solution o dello stesso terreno, e 
quindi sono state inserite nelle rispettive wells. 
A seguito è stata fatta un’incubazione a 37°C per 10 giorni o più, a seconda 
dell’andamento di crescita della coltura cellulare, con monitoraggio giornaliero al 




3.5. Differenziamento in vitro delle cellule ematopoietiche CD34+ in 
β-cellule endocrine 
Principio del metodo. L’obiettivo determinante della tesi è 
prevalentemente incentrato sul differenziamento delle cellule staminali 
ematopoietiche in unità biologiche che abbiano un comportamento prossimo a 
quello delle β-cellule pancreatiche, allo scopo di rigenerare, futuristicamente 
parlando, una nuova fonte di cellule secernenti insulina da trapiantare al paziente 
diabetico. 
Secondo lo studio di Carnevale et al.66, trattando le cellule staminali di varia 
derivazione, tra cui anche le ematopoietiche, in differenti terreni su base DMEM 
Figura 8. Monitoraggio giornaliero delle cellule CD34+ durante l’espansione. 
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contenenti diverse situazioni di crescita, in modo alternato, è possibile ottenere il 
differenziamento delle stesse in cellule endocrine secernenti insulina. 
Metodica. Il differenziamento delle cellule CD34+, in accordo col protocollo 
messo a punto dal gruppo di collaboratori di Carnevale e modificato in base alle 
nostre esigenze di laboratorio, si è svolto secondo tre fasi principali. Nel primo step 
le cellule sono state piastrate alla densità di circa 10.000 cellule per cm2, nel 
terreno d’espansione appropriato, e portate ad una confluenza prossima all’80%, 
stabilita con analisi ottica puramente empirica. Al primo giorno del trattamento 
per il differenziamento, il terreno d’espansione è stato sostituito con uno di pre-
induzione (L-DMEM a basso glucosio – 100 mg/L -, FBS 5%, acido trans retinoico 5 
µM e beta-mercaeptanolo 0.5 mM), e le piastre sono state tenute per 2 giorni in 
incubatore a 37°C e CO2 al 5%.  Il terzo giorno, il mezzo di pre-induzione è stato 
sostituito con il mezzo di induzione (H-DMEM ad alto glucosio – 4500 mg/L -, senza 
siero, nicotinamide 10 mM, acido trans retinoico 5 µM e beta-mercaeptanolo 0.5 
mM), e le piastre sono state tenute per 2 giorni in incubatore a 37°C e CO2 al 5%. 
Il quinto giorno, il mezzo di coltura è stato sostituito con un terreno di 
mantenimento 1 (H-DMEM, FBS 5%, nicotinamide 10 mM, solfato di zinco 10 µM 
e selenio 10 µM), e le piastre sono state tenute per 2 giorni in incubatore a 37°C e 
CO2 al 5%. Al settimo giorno, il terreno di mantenimento 1 è stato scartato e 
sostituito con un terreno di mantenimento 2 (L-DMEM, FBS 5%, nicotinamide 10 
Figura 9. Protocollo di differenziamento delle cellule CD34+ in cellule endocrine66. 
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mM, solfato di zinco 10 µM e selenio 10 µM). Alternando i terreni di 
mantenimento 1 e 2 ogni 48h fino al giorno 21 si assicura il differenziamento delle 
cellule staminali ematopoietiche in cellule endocrine con comportamento beta-
like e, quindi, secrezione di insulina. 
Tutti i reagenti chimici utilizzati nella messa a punto dei terreni sono stati ordinati 
dalla Sigma-AldrichTM (St. Louis, MO). 
3.6. Saggio funzionale delle β-cellule (con stimolazione ad alto e 
basso glucosio) 
A 21 giorni dal differenziamento, l’effettiva funzionalità delle cellule 
endocrine ottenute è stata rilevata eseguendo una stimolazione con dosi di alto e 
basso glucosio.  
Una volta rimosso il terreno di mantenimento previsto dal trattamento di 
differenziamento, le cellule sono state brevemente lavate con PBS 1X e poi 
incubate per 45 minuti a 37°C inizialmente con una soluzione di Hank a basso 
glucosio (3.3 mmol/L) e poi con una soluzione di Hank ad alto glucosio (16.7 
mmol/L). Dopo questo trattamento, delle aliquote dei surnatanti sono state 
raccolte per la valutazione dell’insulina rilasciata, mediante metodica I.R.M.A., 




3.7. Colorazione dei granuli di insulina intracellulare con dithizone 
(DTZ) 
La concentrazione di insulina è stata 
misurata nel terreno di coltura a 15 e 21 
giorni dopo l’inizio del trattamento di 
differenziamento attraverso il saggio con 
dithizone (Sigma-AldrichTM). Il dithizone è 
un solfuro che contiene componenti 
organiche ed è un ottimo ligando in grado di formare complessi con diversi metalli 
quali il piombo e il mercurio. Il dithizone è generalmente usato per valutare la 
purezza delle preparazioni delle isole pancreatiche umane utilizzate per il 
trapianto in pazienti diabetici di tipo 1; ciò è permesso dal fatto che tale composto 
è in grado di legare gli ioni di zinco presenti nelle β-cellule delle isole, conferendo 
loro una colorazione rossa. 
3.8. Dosaggio dell’insulina e del C-peptide con metodo I.R.M.A 
(ImmunoRadioMetric Assay) 
L’insulina viene prodotta a partire dalla proinsulina tramite il taglio proteolitico del 
C-peptide, un frammento di 33 
amminoacidi che funge da 
connessione tra le due catene 
della futura insulina. 
Apparentemente privo di 
funzioni fisiologiche, il C-
peptide viene prodotto nella 
fase di maturazione 
dell’insulina all’interno del 
reticolo endoplasmico, in cui la 
Figura 10. Struttura del dithizone 




proinsulina viene processata da alcune endopeptidasi che, staccando il C-peptide, 
generano la forma funzionale dell’insulina. Quest’ultima è composta da due 
catene: α più piccola di 21 AA e β più grande di 30 AA, tenute insieme da ponti 
disolfuro (Figura 11). Sia l’insulina che il C-peptide vengono immagazzinati, in 
concentrazioni equimolari, in granuli secretori che si accumulano nel citoplasma 
della β-cellula pancreatica. La stimolazione della β-cellula determina poi l’esocitosi 
dei granuli e il rilascio nella circolazione portale di quantità equivalenti d’insulina 
e C-peptide (Figura 12)67.  
La determinazione della concentrazione di C-peptide, assieme a quella 
dell’insulina e del glucosio, può essere di aiuto nella diagnosi delle patologie 
diabetiche. Inoltre, nei pazienti diabetici che somministrano insulina esogena, il 
dosaggio del C-peptide è un valido indice della capacità secretoria residua del 
pancreas endocrino68,69,70.  
Principio del test. Il saggio prevede l’impiego di provette in polipropilene 
con il fondo rivestito di anticorpi monoclonali anti-insulina o, nel caso del dosaggio 
del C-peptide, anti-C-peptide. Dopo l’aggiunta del campione da dosare, il sistema 




viene completato da un anticorpo monoclonale tracciante marcato con I125. 
Successivamente seguono una serie di lavaggi e la rimanente radioattività legata 
alla provetta (radioattività residua) riflette la concentrazione di analita presente 
nel campione. 
Il sistema può essere utilizzato per la determinazione diretta dell’insulina o del C-
peptide nel siero o nel plasma e prevede l’uso di anticorpi monoclonali murini, 
diretti contro due differenti epitopi del C-peptide e, quindi, non in competizione 
fra loro. 
Metodica. I kit utilizzati, Insulina e C-peptide IRMA Kit (Beckman Coulter, CA, 
USA), sono dotati di provette sensibilizzate con l’anticorpo monoclonale specifico, 
di immunoglobuline marcate con I125, di calibratori con concentrazioni comprese 
tra 0 e 6400 pmol/L, di sieri di controllo e soluzioni di lavaggio. I reattivi sono stati 
equilibrati a temperatura ambiente e contemporaneamente il contenuto dei 
flaconi dei calibratori e dei controlli è stato ricostituito aggiungendo il volume di 
acqua distillata riportato sull’etichetta. Per quanto riguarda la preparazione della 
soluzione di lavaggio è stato sufficiente versare il contenuto del flacone in 950 mL 
di acqua distillata. È importante diluire con il calibratore zero i campioni con 
concentrazioni di C-peptide superiori a quelle corrispondenti al calibratore con 
concentrazione più elevata. 
All’interno dei tubi sensibilizzati con l’anticorpo anti-insulina o anti-C-peptide sono 
stati aggiunti 50 µL dei calibratori, 50 µL dei sieri di controllo o 50 µL dei campioni. 
Successivamente, per ogni provetta, incluse quelle non sensibilizzate e necessarie 
per la determinazione dell’attività totale, sono stati aggiunti 150 µL di anticorpo 
tracciante e ciascuna è stata incubata per 2 ore a temperatura ambiente, in 
agitazione (280 rpm). Al termine dell’incubazione, è stato aspirato con cura il 
contenuto di ciascuna provetta (eccetto i totali) ed è stato eliminato il tracciante 
in eccesso tramite due lavaggi consecutivi con 2 mL di tampone detergente. A 
questo punto la radioattività legata e la radioattività totale sono state lette al 
gamma-counter per un tempo di 60 secondi. Il gamma-counter traccia 
automaticamente il grafico della curva standard, ottenuta disponendo i cpmcal - 
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cpmcal0 (colpi per minuto) sull’ordinata e la concentrazione dei calibratori 
(pmol/L) sull’ascissa, sia in un grafico lineare che in uno semi-logaritmico. La 
concentrazione dell’insulina, o analogamente del C-peptide, è poi ricavata per 
interpolazione dalla curva standard. 
3.9. Valutazione qualitativa delle cellule CD34+ e delle β-cellule con 
immunofluorescenza 
Principio del metodo. L’immunofluorescenza è una delle tecniche più usate 
tra le reazioni sierologiche, messe a punto per rilevare la presenza di specifici 
antigeni o anticorpi in un campione cellulare, mediante un sistema di anticorpi 
secondari coniugati con marcatori71. Il marcatore, in questa metodica, è costituito 
da un fluorocromo in grado di assorbire onde ad alta frequenza e riemetterle nel 
visibile. Il fluorocromo più impiegato è l’isotiocianato di fluorescina (o 
semplicemente fluorescina) che assorbendo raggi ultravioletti emette luce verde. 
L’immunofluorescenza può essere utilizzata su sezioni di tessuto, su cellule singole 
o su colture, allo scopo di analizzare la presenza o la distribuzione di proteine, 
antigeni o piccole molecole biologiche. Spesso, al saggio di immunofluorescenza 
con anticorpi, può essere affiancato l’uso di altre molecole fluorescenti, come ad 
esempio il DAPI che va a legare il DNA marcando i nuclei intatti delle cellule.  
 Il principio dell’immunofluorescenza può essere associato a due metodiche 
principali: quella diretta (o primaria) e quella indiretta (o secondaria). 
Nell’immunofluorescenza diretta viene utilizzato un anticorpo primario 
chimicamente legato ad un fluoroforo. L’anticorpo riconosce direttamente la 
molecola target sulla superficie cellulare e si lega al suo specifico epitopo. 
Nell’immunofluorescenza indiretta, invece, vengono utilizzati due anticorpi: il 
primo, detto appunto primario, non è marcato e si lega in modo specifico alla 
molecola target, mentre il secondo, detto secondario, è legato con un fluoroforo 
e va a riconoscere il primario, così che l’emissione di UV da parte del microscopio 
renda il target visibile. Dal momento che ogni anticorpo primario può essere legato 
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da più anticorpi secondari72, è possibile avere un’amplificazione del segnale, tale 
per cui la metodica indiretta, oltre ad essere più mirata e sensibile di quella diretta, 
è anche meno costosa poiché permette di ottenere una risposta migliore con 
minori quantità di anticorpo primario. Tale metodica indiretta è possibile grazie 
alla particolare configurazione dell’anticorpo, in cui si riconoscono 
fondamentalmente due parti: una regione variabile che riconosce l’antigene, e una 
regione costante che rappresenta la struttura base dell’anticorpo. Per tale motivo 
è possibile ricreare in laboratorio diversi anticorpi primari che riconoscono 
differenti antigeni semplicemente cambiando la regione variabile e mantenendo 
inalterata quella costante, la quale può essere riconosciuta dall’anticorpo 
secondario. 
Il principale limite del metodo, come per tutte le tecniche in fluorescenza, è 
la fotodecolorazione. La perdita di attività causata da questo fenomeno può essere 
comunque controllato riducendo l’intensità o i tempi di esposizione alla luce, 
incrementando la concentrazione di fluoroforo oppure impiegando diversi tipi di 
fluorofori maggiormente resistenti alla fotodecolorazione. Un altro limite è che 
l’immunofluorescenza si limita a fissare le cellule (non vitali) sul vetrino da 
microscopia e permette pertanto di visualizzare solo antigeni di membrana in 
quanto gli anticorpi non sono in grado di attraversarla. 
Metodo. Nell’ambito di questa tesi ci si è concentrati sulla ricerca 
dell’antigene CD34 sulle potenziali cellule progenitrici isolate, così da stabilirne 
l’effettiva presenza. Successivamente, un secondo saggio d’immunofluorescenza 
è stato svolto alla ricerca dell’antigene per l’insulina relativo alle cellule β-like 
derivate dal differenziamento delle CD34+. A tale scopo sono stati svolti saggi 
d’immunofluorescenza con metodica indiretta, con anticorpi per l’antigene CD34 
(ICO115 IgG monoclonale da topo, Santa CruzTM Biotechnology), e per l’insulina 
(2D11-H5 IgG monoclonale da topo, Santa CruzTM Biotechnology). Di conseguenza 
è stato utilizzato un anticorpo secondario capra anti-topo IgG-FITC (Santa CruzTM 
Biotechnology). Il primo step per l’allestimento della metodica è il fissaggio delle 
cellule sul vetrino da microscopia. A tal proposito si utilizza una soluzione di 
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fibronectina 1 μg/μL e PBS 1x costituita in modo tale da mettere 1 μg di 
fibronectina per ogni cm2 del vetrino. Si lascia in incubazione per 1 ora in modo 
che la fibronectina aderisca bene al vetrino. Questo passaggio è fondamentale per 
permettere il legame e la permanenza sul vetrino delle cellule da osservare. Lo 
step seguente prevede un lavaggio veloce con PBS e l’aggiunta delle cellule 
precedentemente preparate, centrifugate e risospese nel volume utile allo scopo. 
Dopo una notte di incubazione a 37°C, si ottiene il fissaggio delle cellule sul vetrino, 
per cui si procede con il trattamento con gli anticorpi. 
Per l’allestimento dell’immunofluorescenza si incuba il vetrino con la 
paraformaldeide per 30 minuti a temperatura ambiente; successivamente si 
prepara una soluzione di NBS 2% (PBS 1x e albumina 2%) che, dopo gli opportuni 
lavaggi, viene utilizzata per preparare il vetrino al trattamento con gli anticorpi. In 
seguito si tratta con l’anticorpo primario che viene portato alla concentrazione 3 
μg/mL in NBS 2%. Dopo incubazione per 60 minuti a 37°C in agitazione, si rimuove 
l’eccesso di anticorpi non legati e poi si tratta con l’anticorpo secondario diluito 
1:2000 in NBS 2% e si incuba per ulteriori 45 minuti a 37°C in agitazione. Da questo 
step in poi è necessario mantenere il vetrino al buio e protetto da fonti luminose 
così da ridurre quanto più possibile fenomeni di fotodecolorazione. Infine si 
eseguono gli ultimi lavaggi per rimuovere gli eccessi di anticorpo secondario, si 
dispone il vetrino coprioggetti, quindi si osserva al microscopio a fluorescenza. Il 
fluoroforo indica la presenza dell’antigene ricercato sulla superficie cellulare. 
3.10. Dosaggio proteico con il metodo Bradford 
Principio del metodo. Il dosaggio delle proteine presenti nel terreno di 
coltura è stato effettuato con il metodo Bradford il quale si basa sulla misura 
dell’assorbanza di un reagente affine per le proteine, il Comassie Brilliant Blue 
(reagente di Bradford, Sigma-AldrichTM). Questo colorante, in soluzione acida, si 
lega alle proteine tramite legami elettrostatici che si formano fra i propri gruppi 
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sulfonici e la proteina, formando così un complesso colorato che vira al blu con 
una lunghezza d’assorbimento di 595 nm.  
La quantità di colorante che si lega è proporzionale alla quantità di proteine, 
per cui l’intensità del blu e l’assorbimento saranno proporzionali alla 
concentrazione proteica del campione in esame. 
Metodica. Per prima cosa è stata preparata una curva di taratura ottenuta 
diluendo una soluzione standard di albumina a differenti concentrazioni (2 mg/mL, 
1 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL e 0.0625 mg/mL) e sono stati diluiti 1:50 i 
campioni da dosare. A questo punto è stato aggiunto 1 mL di Comassie Brilliant 
Blue (reattivo di Bradford) a 20 μL di ciascuno standard, a 20 μL di H2O deionizzata 
(utilizzata come bianco) e ad un’aliquota di 20 μL di ciascun campione. Infine, i 
campioni sono stati incubati 5 minuti a temperatura ambiente prima della lettura 
allo spettrofotometro. La concentrazione proteica di ciascuna soluzione è stata 
estrapolata dalla curva di taratura precedentemente preparata. 
Figura 13. Meccanismo di reazione del reagente Bradford in presenza di proteine. 
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3.11. Conta e vitalità cellulare 
La conta cellulare è stata effettuata subito dopo l’estrazione dei 
linfomonociti, dopo l’isolamento delle cellule CD34+ e, nelle prime analisi, dopo i 
10 giorni d’espansione. Per quanto riguarda le cellule adese su piastra, sono stati 
utilizzati dei mini scraper cellulari (lama 0,8 cm) per distaccarle e da queste è stata 
raccolta un’aliquota di 10 µL, la quale è stata messa all’interno di mini eppendorf. 
Questa procedura è stata svolta sotto cappa per evitare l’inquinamento della 
coltura cellulare. Successivamente, i 10 µL di soluzione cellulare, in condizioni di 
non sterilità, sono stati miscelati con 10 µL di colorante Trypan Blue. Infine sono 
stati prelevati 10 µL di tale soluzione e sono stati caricati sul vetrino per la conta 
(Countess® Chamber Slide). A tale scopo è stato utilizzato il Countess® Automated 
Cell Counter – LifeTechnologies, Grand Island, NY – che ha permesso non solo di 
ottenere una conta delle cellule per millilitro, ma anche di stimare la vitalità delle 
cellule stesse, con relativa percentuale di cellule vive e morte, sulla base della 
rifrazione della luce permessa o meno dal Trypan Blue. La conta delle cellule viene 
effettuata nella zona centrale del vetrino e il volume che viene valutato è di 0.4 
μL, che corrisponde alla conta di quattro quadrati 1 mm × 1 mm in un 
emocitometro standard. 




Con una singola misurazione, dalla durata di 30 secondi, è possibile ricavare 
le seguenti informazioni sulla coltura cellulare in esame: 
 Concentrazione di cellule vive e morte per mL 
 Concentrazione totale di cellule per mL 
 Vitalità (% di cellule vive sul totale di cellule) 
 Diametro cellulare medio 
 Immagini delle cellule 
 Rappresentazione grafica dei dati. 
Il sistema di conta automatizzato, inoltre, permette di salvare i dati direttamente 
su dischi di memoria esterni, così da facilitare e rendere più precisa l’esportazione 
dei dati ricavati dalla conta. 
3.12. Trattamento con resveratrolo 
Principio. L’idea che il resveratrolo possa migliorare la funzionalità della 
telomerasi e, quindi, migliorare la vitalità delle cellule che vi entrano in contatto, 
ha stimolato la messa a punto di un saggio per verificare scientificamente come e 
se il resveratrolo, a diverse concentrazioni, influisca sulle cellule CD34+. Dalla 
letteratura è stato visto che il resveratrolo ha effetti significativamente diversi a 
seconda della sua concentrazione; in particolar modo alte concentrazioni 
sembrano avere un effetto tossico sulle cellule, mentre basse concentrazioni 
potrebbero portare ad effetti benevoli sulla vitalità cellulare. Saggiando cellule di 
uno stesso campione su una multiwell e incubandole per 72 ore a 37°C con diverse 
concentrazioni di resveratrolo, è stata osservata un’effettiva riduzione della 
vitalità con concentrazioni crescenti. Per tale motivo, secondo le prove svolte, è 
stata fissata una concentrazione ideale di 10 µM la quale è stata utilizzata in tutti 
i trattamenti successivi al fine di capire se il resveratrolo abbia effettivamente un 
ruolo nel mantenimento dei telomeri. 
Metodica. Il resveratrolo in concentrazione di 10 µM, è stato messo nel 
terreno di espansione al momento dell’allestimento della piastra, in seguito 
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all’aggiunta dei fattori di crescita e replicazione, nonché alle cellule CD34+. Come 
controllo e riferimento di crescita del campione, è stato allestito 
contemporaneamente un pozzetto della piastra privo di resveratrolo. Durante i 10 
giorni di incubazione a 37°C previsti dal protocollo di espansione, è stato possibile 
osservare, mediante microscopio ottico, l’andamento della crescita cellulare. Al 
termine dell’incubazione le cellule sono state raccolte e contate con il Countess® 
Automated Cell Counter. 
3.13. Trattamento con betatrofina 
Principio. Il motivo per il quale si è messo a punto un trattamento delle 
cellule CD34+ con la betatrofina è da ricercarsi nella sua potenziale capacità di 
favorire il differenziamento in β-cellule. La concentrazione fisiologica di 
betatrofina nell’uomo è di 300 pg/mL. Nel trattamento in vitro con questa 
proteina, per osservarne gli effetti, si è utilizzata una concentrazione 1000 volte 
superiore, ovvero di 300 ng/mL. 
Metodo. Il trattamento con la betatrofina è stato effettuato durante il saggio 
di differenziamento delle cellule CD34+. In particolar modo è stata aggiunta in 
seguito al trattamento con resveratrolo, mantenendo un controllo privo di 
betatrofina, e al cambio di ogni terreno previsto dal protocollo, al fine di assicurare 
una costante presenza dell’ormone. La valutazione degli effetti della betatrofina 
sono stati fatti mediante dosaggio dell’insulina contenuta nei terreni che sono stati 
via via sostituiti, con metodica I.R.M.A. e con il saggio DTZ. 
3.14. Estrazione di DNA da pellet cellulare con QIAamp® DNA 
Mini Kit 
Principio di funzionamento. Il QIAamp® DNA Mini Kit, fornito dalla Qiagen® 
(Valencia, CA), permette di isolare il DNA da tessuti, quali sangue o, come nel 
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nostro caso, cellule, con una metodica molto rapida grazie all’utilizzo di colonnine 
da centrifuga dotate di un opportuno filtro. Nella procedura non è richiesta 
l’estrazione in fenolo-cloroformio in quanto il DNA lega specificamente la 
membrana QIAamp di silica-gel all’interno della colonnina, mentre i contaminanti 
passano oltre tale filtro e vengono così allontanati. Gli inibitori della PCR, come 
cationi divalenti e proteine, vengono completamente rimossi in due efficienti 
steps di lavaggio, con i buffers AW1 e AW2, lasciando il DNA puro che può così 
essere eluito in acqua oppure nel suo specifico buffer presente nel kit (buffer AE). 
Il QIAamp® DNA Mini Kit è ideale per la purificazione di DNA da i più comuni 
tessuti umani utilizzati in laboratorio, includendo muscoli, fegato, cuore, cervello, 
midollo osseo, swabs, sangue e fluidi corporei. Il DNA può essere purificato da un 
minimo di 25 mg di tessuto o 200 µL di fluido in un tempo molto ridotto, fornendo 
DNA puro e pronto per metodiche d’analisi in PCR. 
Metodo. Prima di iniziare la procedura di estrazione, è bene equilibrare a 
temperatura ambiente i buffer, miscelare accuratamente quelli AL, ATL, proteinasi 
K e campioni, preparare i buffer AW1, AW2 e l’RNA carrier, e accendere il bagnetto 
a 56°C. Partendo da un pellet cellulare, lo si risospende bene in un volume di 100 
μL di buffer ATL, si aggiungono 10 μL di proteinasi K, si vortexa e si aggiungono 100 
μL di buffer AL e 1 μL di RNA carrier; quindi si omogenea la soluzione vortexandola 
nuovamente per poi incubarla nel bagnetto a 56°C per 10 minuti. Successivamente 
si aggiungono 50 μL di etanolo puro (96-100%), si passa accuratamente al vortex 
e si incuba per 3 minuti a temperatura ambiente. Dopo aver rimosso le eventuali 
goccioline dal tappo dell’eppendorf, mediante breve centrifugazione, la soluzione 
viene trasferita nelle colonnine QIAmp MinElute, prestando attenzione, se 
possibile, a non bagnarne le pareti. Si esegue una centrifugazione a 6000 xg (8000 
rpm) per 1 minuto per poi trasferire la colonna in un tubo pulito. A questo punto 
si eseguono i lavaggi con le soluzioni AW1 e AW2, cambiando di volta in volta i tubi 
di scarto della colonnina, e centrifugando, infine, a piena velocità (20000 xg) per 3 
minuti così da eliminare quanto più possibile i residui della soluzione AW2. Come 
step ultimo, la colonna viene messa in un tubo da microcentrifuga da 1.5 mL, si 
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aggiungono 50 μL di buffer AE e, dopo un’incubazione a RT per 5 minuti, si 
centrifuga a piena velocità per 1 minuto. 
Il DNA è così pronto per la lettura, l’uso o lo stoccaggio a -20°C. 
3.15. Quantificazione del DNA estratto 
Principio di funzionamento. Il DNA è costituito da basi puriniche e 
pirimidiniche in grado di assorbire le radiazioni UV con lunghezza d’onda di 260 
nm. Grazie a questa proprietà è possibile effettuare delle misurazioni di 
assorbanza con uno specifico strumento, lo spettrofotometro, per poi risalire alla 
concentrazione dell’acido nucleico. L’assorbanza (A) è un parametro correlato con 
la quantità di radiazione luminosa assorbita dal campione ed è definita mediante 
la Legge di Lambert & Beer, secondo cui è direttamente proporzionale alla 
concentrazione (c), nonché al coefficiente di estinzione molare (ε₀), caratteristico 
per ogni sostanza, e al cammino ottico della cuvetta (d) che misura 1 cm. 
  =        
Da questa formula, misurando sperimentalmente l’assorbanza, è possibile risalire 





Tuttavia, se lo spettrofotometro utilizzato è di recente innovazione, come nel 
nostro caso, tali operazioni sono automatiche, per cui risulterà fin da subito la 
misura della concentrazione del campione. 
Due ulteriori letture a 280 nm e 230 nm permettono di determinare la 
purezza dell’acido nucleico: misurando il rapporto A260/A280 si ottiene un indice 
della contaminazione da proteine; per il DNA tale rapporto deve essere compreso 
tra 1,65 e 2,50. Misurando, invece, il rapporto A260/A230 si ottiene un indice della 
contaminazione da carboidrati e fenoli contenuti negli eventuali solventi utilizzati 
per la purificazione del DNA. Il valore ottimale di questo rapporto è di circa 2,20. 
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Metodo. Per le misurazioni del DNA si utilizza una cuvetta al quarzo che 
permette il passaggio degli UV. Il primo passo è quello di impostare lo 
spettrofotometro sulla lunghezza d’onda di 260 nm per la lettura del DNA. In 
seguito si riempie la cuvetta con 1 mL di acqua deionizzata che costituirà il bianco, 
il quale viene utilizzato per l’azzeramento dello strumento. I campioni per la 
misurazione vengono preparati diluendo 5 µL di DNA in 995 µL di acqua 
deionizzata. Si inserisce quindi la cuvetta col campione nell’apposito spazio nello 
spettrofotometro e si avvia la lettura. La misurazione mostrerà il valore della 
concentrazione del DNA espresso in µg/mL e i valori dei rapporti A260/A280 e 
A260/A230 per la stima della purezza del campione. 
3.16. Estrazione di RNA totale da pellet cellulare con QIAamp® 
Viral RNA Mini Kit 
Principio di funzionamento. I Mini kits consentono l'estrazione di RNA totale 
su colonnina, non fanno uso di fenolo, cloroformio o altri alcool di precipitazione 
e permettono di ottenere RNA intatto e ad alta purezza. Il principio di base è quello 
di filtrare più volte il campione, a seguito di lisi cellulare, servendosi 
principalmente di due diversi buffer RNasi-free e colonnine da centrifuga 
specifiche dotate di un filtro. In questo modo si riduce al minimo la presenza di 
DNA genomico evitando, quindi, di ricorrere a digestioni addizionali con DNasi73. 
Metodo. Per il nostro studio è stato utilizzato il QIAamp® Viral RNA Mini Kit 
(QIAGEN, Duesseldorf, Germany). Il protocollo prevede l’utilizzo di 140 µL di 
soluzione iniziale (pellet cellulare risospeso in soluzione di Hank) che, come primo 
passaggio della procedura, viene aggiunto in un tubo da 1,5 mL da centrifuga con 
560 µL di buffer AVL e 5,6 µL di carrier RNA. Al fine di assicurare un’efficiente lisi è 
necessario mescolare con cura i reagenti in modo da ottenere una soluzione 
omogenea, per cui si procede vortexando vigorosamente per 15 secondi oppure 
risospendendo con una pipetta per 30 volte. La lisi delle particelle virali viene 
completata dopo 10-20 minuti di incubazione a temperatura ambiente, periodo 
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durante il quale gli agenti potenzialmente infettivi ed eventuali RNasi vengono 
inattivati, grazie al buffer AVL. Il passaggio successivo prevede una breve 
centrifugazione per rimuovere eventuali gocce dal tappo, l’aggiunta di 560 µL di 
etanolo puro (96-100%) e il passaggio al vortex per 15 secondi al fine di assicurare 
un efficiente legame. L’utilizzo del solo etanolo è preferito in quanto altri alcool 
potrebbero ridurre la resa e la qualità dell’RNA purificato, pertanto è importante 
che sia puro, libero, cioè, da sostanze denaturanti come ad esempio il metanolo. 
Successivamente, 630 µL della soluzione vengono posti nella colonnina, 
centrifugati a 6000 xg (8000 rpm) per un minuto, viene scartato il filtrato e aggiunti 
i restanti 630 μL, così da ripetere la centrifugazione. A questo punto si esegue un 
passaggio aggiuntivo per eliminare le tracce di DNA eventualmente presente: si 
prepara una soluzione di 100 μL per ogni campione di DNAsi costituita da 10 μL di 
DNAsi e 90 μL di RDD buffer e si incuba a temperatura ambiente per 15 minuti. 
Con questo step si rende più pura la resa di RNA. 
Successivamente si aggiungono 500 µL di buffer AW1 e si centrifuga a 8000 rpm 
per un minuto, viene scartato il filtrato, aggiunti 500 µL di buffer AW2 e 
centrifugati a 13200 rpm per 5 minuti. Al termine, il filtrato viene scartato e, per 
assicurare un’efficiente rimozione dell’AW2 con gli eventuali contaminanti, viene 
effettuata un’ulteriore centrifugazione alla stessa velocità per un minuto. 
Nell’ultimo step dell’isolamento, il filtro viene posizionato su una nuova 
eppendorf, vengono aggiunti 40 µL di buffer AVE, si incuba per un minuto a RT e 
si centrifuga per un ulteriore minuto a 8000 rpm. Una singola eluizione con il buffer 
AVE è sufficiente a purificare almeno il 90% dell’RNA virale, mentre una seconda 
eluizione può aumentare la resa di oltre il 10%. A questo punto il filtro può essere 
scartato e il filtrato ottenuto sarà la soluzione di RNA purificato. 
Tuttavia, essendo l’RNA facilmente degradabile nel breve tempo, affinché 
possa essere riutilizzato anche dopo diversi mesi dall’estrazione, è possibile 
stoccarlo e conservarlo a -20°C. Per lo stoccaggio dell’RNA possono essere utilizzati 
due volumi di etanolo puro freddo e 0,1 volume di sodio acetato 3M a pH 5.2, i 
quali vengono aggiunti direttamente nel campione da conservare. 
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3.17. Quantificazione dell’RNA totale estratto 
Principio di funzionamento. La lettura dell’RNA, visto che è una molecola 
composta da basi azotate, è effettuata a 260 nm come per il DNA. Per tale motivo 
è importante che, durante la purificazione, il passaggio di eliminazione del DNA 
dal campione venga eseguito con quanta più cura possibile poiché la presenza di 
quest’ultimo in campioni di RNA va ad alterare l’assorbanza della soluzione, 
causando errori nella quantificazione. Come per il DNA, sono state effettuate 
letture a 280 nm e 230 nm per avere una stima della purezza del campione in 
analisi. 
Metodo. Per eseguire la quantificazione, si imposta lo spettrofotometro a 
260 nm col programma di lettura per l’RNA, quindi si azzera con il bianco e si 
procede con i campioni. Questi ultimi sono preparati diluendo 5 µL di RNA in 995 
µL di acqua deionizzata. Come per il DNA, le letture forniranno la concentrazione 
espressa in µg/mL e i due rapporti per la stima della purezza del campione. 
3.18. Retrotrascrizione dell’RNA totale estratto 
Principio di base. La retrotrascrizione è un processo mediante il quale la 
molecola di RNA viene convertita in un filamento di DNA complementare (cDNA). 
La reazione è operata dall’enzima trascrittasi inversa, che si occupa in modo 
diretto della sintesi di una catena di DNA complementare ad uno stampo di RNA 
messaggero (mRNA). La trascrittasi inversa utilizza i quattro desossirbonucleotidi 
trifosfato (dNTP) da cui ricava i nucleotidi da polimerizzare e un primer, una breve 
molecola che si appaia all’estremità 3’ avviando la reazione. Generalmente un 
buon primer per la trascrittasi inversa può essere un oligo dT, ovvero una sequenza 
di circa venti residui di timina, in quanto va a riconoscere efficientemente 
l’estremità 3’ dell’mRNA che termina con una coda di poli(A). Questo processo di 
appaiamento del primer è definito annealing ed è seguito dall’allungamento del 
filamento di cDNA ad opera della trascrittasi inversa. 
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Metodo. Per il nostro studio è stato utilizzato il kit iSCRIPT Bio-Rad (BioRad, 
Hercules, CA), composto da due miscele di reazione: la iSCRIPT Reaction Mix 5x, 
che contiene i quattro dNTP in concentrazione 25 mM, e la iSCRIPT Reverse 
Trascriptase che contiene invece l’enzima trascrittasi inversa che opererà la 
reazione. Per ogni campione e per un volume finale di reazione di 20 µL, vengono 
aggiunti 4 µL di Reaction Mix 5x, 1 µL di Reverse Transcripatase, 1 µg di RNA totale, 
il cui volume varia in base alla concentrazione dell’RNA stesso, e acqua RNAse free 
per portare a volume. Per tale motivo si rende necessaria una quantificazione 
dell’RNA prima di proseguire con la retrotrascrizione. 
La soluzione viene incubata in un ciclizzatore che, a seconda dei processi da 
svolgere, varia la temperatura per diversi intervalli di tempo. Il protocollo consiste 
in quattro tappe: per i primi 5 minuti la temperatura è portata a 25°C; 
successivamente viene innalzata a 42°C per 30 minuti in modo che la trascrittasi 
inversa abbia la condizione ottimale per lavorare; poi è ulteriormente aumentata 
fino a 85°C per 5 minuti in modo da inibire l’enzima; infine si termina il ciclo ad 
una temperatura di 4°C. L’alta temperatura della terza tappa, oltre a determinare 
l’inattivazione dell’enzima e il suo distacco dallo stampo di mRNA, serve per 
separare i filamenti di cDNA di nuova sintesi dalle catene di mRNA. 
Il cDNA ottenuto può essere amplificato in Real Time-PCR e utilizzato per 
studiare l’espressione genica di una determinata proteina, oppure può essere 
conservato a -20°C per essere utilizzato in studi futuri. 
3.19. Real-Time PCR 
Principio di funzionamento. La reazione a catena della polimerasi 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) è una tecnica che consente l’amplificazione di 
frammenti di acidi nucleici al fine di ottenere molto rapidamente quantità di 
materiale genetico che possono essere utilizzate per successivi studi. Lo scopo 
della PCR è quello di ricostruire in vitro uno specifico passaggio della duplicazione 
cellulare, ovvero la sintesi di un segmento di DNA a doppio filamento a partire da 
una molecola a singolo filamento. La sintesi ha origine a livello di due primers (un 
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senso e un antisenso) che vengono disposti in modo complementare alle estremità 
3’ dei filamenti di DNA da amplificare. Questo processo è operato da una DNA-
polimerasi, più specificamente dalla Taq-polimerasi, un enzima termoresistente 
isolato dal batterio termofilo Thermus aquaticus in grado di polimerizzare i 
nucleotidi, presenti in soluzione sotto forma di dNTP, fino a temperature di 95°C. 
Il meccanismo consiste in tre tappe principali, caratterizzata ognuna da una 
diversa temperatura: 
 Denaturazione: avviene intorno ai 95°C, temperatura che determina la 
separazione dei due filamenti della molecola di DNA; 
 Annealing: la temperatura viene abbassata fino a 52°C per permettere il 
legame dei primers alle regioni complementari dei filamenti denaturati; 
 Prolungamento: un innalzamento della temperatura a 72°C circa permette 
di massimizzare l’azione della polimerasi che determina un allungamento 
dei primers legati utilizzando come stampo il filamento singolo di DNA. 
Questo ciclo viene ripetuto 40 volte così da ottenere quantità di amplificato 
sufficienti agli studi. 
La Real Time-PCR è una PCR quantitativa ed in tempo reale, ovvero permette 
di quantificare il DNA amplificato durante lo svolgimento del processo stesso. Il 
metodo Gold standard utilizzato in Real-Time PCR corrisponde al metodo Ct che si 
basa sulla definizione di un livello di fluorescenza soglia scelto dall’operatore in 
maniera tale da intersecare le curve di tutti i campioni nella fase esponenziale. Il 
valore Ct rappresenta il ciclo frazionario della reazione di amplificazione in cui il 
segnale della fluorescenza del campione interseca il valore soglia74. I metodi più 
comunemente utilizzati per la quantificazione prevedono l’uso di coloranti 
fluorescenti che si intercalano nella molecola del DNA a doppio-filamento (Sybr 
Green) o sonde specifiche rivelatrici di fluorescenza (TaqMan). La Real-Time PCR 
TaqMan utilizza sonde rivelatrici di fluorescenza capaci di accrescere 
significativamente la specificità di amplificazione. La valutazione quantitativa 
dell’acido nucleico è quindi affidata alla rivelazione e alla conseguente 
quantificazione di un "reporter" fluorescente, il cui segnale cresce in maniera 
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proporzionale alla quantità del prodotto di PCR presente. A tal proposito viene 
disegnata una sonda gene-specifica, generalmente lunga 20-30 paia di basi, 
capace di appaiarsi all’interno della sequenza riconosciuta dalla coppia di primers 
utilizzata. Tale sonda contiene due fluorocromi: FAM (6-carboxy-fluorescein) o VIC 
come reporter fluorescente legato covalentemente all’estremità 5’, e TAMRA (6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine) come quencher fluorescente legato 
covalentemente all’estremità 3’, capace di assorbire nello spettro di emissione del 
reporter (Figura 15). Finché la sonda è integra, la vicinanza tra quencher e reporter 
annulla l'emissione del segnale di fluorescenza. 
Il Sybr Green, invece, è una molecola fluorescente e si lega, in modo 
aspecifico, al solco minore del DNA a doppio filamento (dsDNA). Il complesso DNA-
colorante assorbe luce blu ad una lunghezza d’onda massima di 488 nm ed emette 
luce verde a una lunghezza d’onda maggiore (λmax = 522 nm). All’inizio del 
processo di amplificazione, la miscela di reazione contiene DNA denaturato, 
primers e molecole fluorescenti Sybr Green. Dopo l’annealing dei primers, solo 
poche molecole di Sybr Green si legano al dsDNA ed iniziano ad emettere 
fluorescenza. Durante la fase di sintesi, gli ampliconi prodotti generano un segnale 
molto intenso e l’incremento di fluorescenza emessa è proporzionale al numero 
di molecole di fluoroforo intercalate nel dsDNA (Figura 16). 
Figura 15. Meccanismo d’azione della tecnologia TaqMan®. 
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3.19.1. Valutazione dell’espressione genica con metodica Real-Time PCR Sybr 
Green 
Concetti generali. Attraverso la RT-QPCR (Reverse Transcription 
Quantitative Polymerase Chain Reaction) è possibile monitorare in tempo reale 
l’andamento della reazione di sintesi della DNA polimerasi così da quantificare 
l’espressione dei geni in studio. Questo sistema sfrutta la molecola fluorescente 
Sybr Green I e richiede l’analisi di una curva di melting per la discriminazione dei 
prodotti di PCR ottenuti (controllo qualità). Le espressioni analizzate in questo 
studio con questa metodica fanno riferimento al gene INS, che opera la sintesi 





Figura 16. Meccanismo d’azione della tecnologia SYBR GREEN®. 
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Nome sonda Codice di riferimento BioRad 
INS qHsaCED0048878 
ACTB qHsaCED0036269 
Il protocollo utilizzato e adattato per il nostro studio, ha previsto, per 
entrambi i geni, un profilo termico specifico con un ciclo iniziale di 10 minuti a 
95°C, e differente, per le due sonde utilizzate, solo per il numero di cicli: 41 cicli di 
amplificazione per il gene INS (Figura 17) e 31 per la Beta-Actina, aventi comunque 
lo stesso intervallo di temperature: 15 secondi a 95°C, 30 secondi a 58°C e 30 
secondi a 32°C. 
In entrambi i casi l’acquisizione del segnale fluorescente Sybr Green I avviene in 
corrispondenza della fase di sintesi del gene. Questo permette di valutare in 
tempo reale l’amplificazione dell’espressione genica. Al termine della reazione di 
PCR è stata inoltre inserita una curva di melting per mezzo della quale è stato 
possibile discriminare tra prodotti di amplificazione specifici e aspecifici75. 
Tabella 1. Primers utilizzati per lo studio dell’espressione genica con metodica Real-
Time PCR Sybr Green. 
Figura 17. Protocollo e cicli di amplificazione utilizzati per la metodica Real-Time PCR 
Sybr Green per INS. 
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3.19.2. Studio della lunghezza dei telomeri mediante multiplex Real-Time QPCR 
Principio di funzionamento. Per determinare la lunghezza dei telomeri si 
ricorre ad una multiplex Real Time-PCR quantitativa (QPCR) che, servendosi 
dell’amplificazione contemporanea di una curva standard, permette di produrre 
una misura relativa della lunghezza dei telomeri stessi. La curva standard (Figura 
18, B) è stabilita mediante la diluizione di quantità note di oligonucleotidi 
contenenti solo ripetizioni TTAGGG, il cui numero in ogni standard è calcolato 
usando dei parametri definiti. Questo sistema permette di determinare 
contemporaneamente il numero relativo di copie di due differenti sequenze 
sfruttando un singolo fluoroforo intercalante del DNA, il Sybr Green. La lunghezza 
relativa media dei telomeri viene poi espressa come il rapporto tra il numero di 
copie delle ripetizioni telomeriche sintetizzate ed il numero di copie di 36B4 
amplificate. Moltiplicando il rapporto per un valore costante pari a 4270, si ottiene 
la lunghezza del telomero espressa come numero di paia di basi (bp). 
Metodo. La lunghezza dei telomeri delle cellule CD34+ è stata misurata 
attraverso una real-time PCR modificata rispetto al metodo di Cawthon76,77. Il DNA 
genomico, dopo essere stato purificato usando il QIAamp DNA minikit (Qiagen), è 
stato quantificato attraverso il numero di copie di una singola copia di un gene di 
riferimento (36B4). Per ogni punto sperimentale è stata preparata una miscela di 
reazione contenente la mix SYBR GREEN (composta da desossiribonucleotidi 
Figura 18. Curva standard per la valutazione dei telomeri (A) e della 36B4 (B) con 




trifosfato, Taq DNA polimerasi e molecola Sybr Green I) (Bio-Rad Laboratories, 
Hemel Hempstead, UK), 1 μl di ciascun oligo, senso e anti-senso, specifico per i 
telomeri o per la 36B4 (2000 nM per i telomeri e 300 nM per il 36B4) e un volume 
opportuno di H2O RNase-free. Successivamente, in ogni pozzetto della piastra da 
48 posti per PCR (Multiplate® PCR PlatesTM, Bio-Rad, CA), sono stati aggiunti, alla 
miscela preparata, un volume pari a 0.1 ng/µl di DNA genomico. In Tabella 2 sono 
riportate le sequenze dei primer utilizzate nello studio: 
La mix con le sonde dei telomeri è stata incubata con il campione per un ciclo di 
15 minuti a 95°C, amplificata per 40 cicli di PCR con 5 secondi a 95°C, 10 secondi a 
56°C and 60 secondi a 72°C. Per il 36B4, la mix è stata incubata per un ciclo di 15 
minuti a 95°C, amplificata per 40 cicli di PCR per 10 secondi a 95°C, 30 secondi a 
58°C e 30 secondi a 72°C. Per standardizzare i risultati sono stati utilizzati campioni 
di DNA genomico con lunghezza dei telomeri nota. 
3.19.3. Quantificazione dell’espressione genica con metodica Real-Time RT-PCR 
TaqMan 
Principio di funzionamento. La quantificazione dell’RNA estratto dalle 
cellule CD34+ e dalle β-cellule è stata effettuata mediante real-time PCR con 
metodica Taqman (Applied Biosystem, Foster City, CA), come precedentemente 
descritta. In particolar modo è stata svolta l’analisi dell’espressione genica sulle 
cellule CD34+ in espansione per la valutazione del messaggero di diversi fattori 
coinvolti nel ciclo cellulare e nella replicazione, quali MKI67, CCND2, E2F1 e p27. 
Primers Sequenza 5’            3’ 
TELG2 Senso ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT 
TELC2 Anti-senso TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA 
36B4 Senso CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 
36B4 Anti-senso CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 




Infine, una valutazione contemporanea è stata fatta per il gene housekeeping 
ciclofillina. 
L’antigene KI-67 è una proteina nucleare codificata dal gene MKI6778 e 
associata, nonché probabilmente necessaria, per la proliferazione cellulare79,80, 
motivo per il quale è spesso utilizzata come marcatore tumorale. L’assenza del KI-
67 inibisce la sintesi di RNA ribosomale bloccando il ciclo cellulare in fase G081. Tale 
gene, pertanto, dovrebbe essere attivo nelle cellule CD34+ in espansione. 
La ciclina-D2 G1/S-specifica è codificata dal gene CCND282 e, complessandosi 
con le chinasi CDK4 o CDK6, è in grado di regolare la transizione dalla fase G1 del 
ciclo cellulare a quella S. Alti livelli di questa proteina sono stati ritrovati in cellule 
in piena proliferazione83. 
E2F1 è codificato dall’omonimo gene e appartiene alla famiglia E2F di fattori 
di trascrizione che gioca un ruolo cruciale nel controllo del ciclo cellulare. E2F1 è 
un attivatore del ciclo e, in particolar modo, quando viene codificato, promuove la 
transattivazione dei geni bersaglio che facilitano la transizione G1/S84. 
La p27 (nota anche come inibitore chinasi-ciclina dipendente 1B) è codificata 
dal gene CDKN1B e ha la funzione di inibire alcune delle proteine appartenenti alla 
famiglia delle chinasi-ciclina dipendenti, impedendo la formazione dei complessi 
che regolano il progredire del ciclo cellulare. Pertanto la codifica del p27 è indice 
di inibizione della proliferazione cellulare85. 
Metodo. Per il saggio è stato utilizzato il ciclizzatore MiniOpticon Real-Time 
PCR System (BioRad) e l’analisi è stata effettuata su piastra Multiplate™ 48-Well 




p27 (CDKN1B) Hs00153277_m1 
Human PPIA (Ciclofillina A) 4333763F 
Tabella 3. Sonde utilizzate nella metodica Real-Time RT-PCR con codici di riferimento della 
ditta Applied Biosystem. 
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Unskirted PCR Plates (BioRad). Per ogni pozzetto sono stati caricati 10 µL di 
SsoFast™ Probes Supermix (BioRad), contenente i dNTP e la Taq polimerasi, 1 µL 
di sonda 20x per il gene studiato, 1 µL di ciclofillina 20x, almeno 20 ng di cDNA del 
campione e un volume di H2O RNase free per portare ad un volume finale di 20 µL. 
Il saggio viene effettuato in doppio o in triplo. Il protocollo utilizzato ha previsto 
una temperatura di denaturazione di 95°C per 3 minuti, quella di annealing di 95°C 
per 10 secondi, e quella di allungamento di 58°C per 1 minuto, per un totale di 49 
cicli (Figura 19). La ciclofillina è stata utilizzata da riferimento per correggere le 
differenze quantitative di RNA totale aggiunto alla reazione e compensare ai 
diversi livelli di inibizione durante la trascrizione dell’RNA nonché durante la PCR 
stessa. 
 
3.20. Analisi statistica 
L’analisi statistica è stata condotta con il test T per dati singoli e tramite 
ANOVA con correzione del Bonferroni. Il test T permette di verificare se due 
variabili hanno medie, varianze o distribuzioni uguali. Si può quindi ricorrere ad 
esso per verificare se la differenza presente fra la media di una medesima misura 
rilevata in due popolazioni differenti sia casuale o meno. Per fare questo, ad 
esempio, si applica il test T ai dati raccolti e si confronta il valore ottenuto con i 




dati tabulati per verificare se la differenza fra le medie sia dovuta al caso oppure 
no. Il test ANOVA è utilizzato per comparare due o più gruppi di dati confrontando 
la variabilità interna a questi gruppi con la variabilità tra i gruppi stessi. Si ricorre 
quindi a questo test quando si vuole verificare che la variabilità delle medie dei 
valori riscontrati in una popolazione sottoposta a diversi trattamenti sia o non sia 
frutto del caso. La correzione del Bonferroni, infine, afferma che, se uno 
sperimentatore sta analizzando n ipotesi (dipendenti o indipendenti) su una serie 
di dati, il livello di significatività statistica che dovrebbe essere utilizzato per ogni 
ipotesi è 1/n volte quello che sarebbe loro attribuito se anche solo un’ipotesi fosse 
empiricamente testata. 
In presenza di variazioni troppo elevate tra i vari campioni, è stata effettuata 
una valutazione non parametrica con test di Mann-Whitney al fine di identificarne 
eventuali differenze statistiche. 





4.1. Studio dell’espansione cellulare di cellule staminali CD34+ 
4.1.1. Principali caratteristiche cliniche dei soggetti inclusi nello studio 
In Tabella 4 sono riportate le principali caratteristiche cliniche dei soggetti 
reclutati per questa tesi. In particolare sono indicati l’età, il sesso e l’indice di 
massa corporea (IMC).  
Tabella 4. Principali caratteristiche cliniche dei soggetti inclusi nello studio. 
4.1.2. Valutazione dei terreni di coltura per espansione cellulare 
Nella prima parte della tesi abbiamo valutato alcuni terreni di coltura, 
specifici per espansione in vitro di cellule staminali adulte, selezionati in base a 
studi sperimentali presenti in letteratura86, confrontandoli sia fra loro che rispetto 
a un normale terreno per il mantenimento delle cellule (DMEM). Il tempo di 
espansione è stato di 10 giorni di coltura a 37°C e in presenza degli opportuni 
fattori di crescita, come riportato nella procedura presente in Materiali e Metodi.  
Utilizzando un anticorpo immunofluorescente, abbiamo valutato la 
presenza o meno di cellule CD34+ al termine della procedura di isolamento, come 
riportato dal protocollo Miltenyi. In Figura 20, è riportato l’esempio di immagini del 
protocollo di immunofluorescenza con anticorpo anti-CD34+ con relativa 
immagine in DAPI, effettuato su cellule staminali isolate da soggetti sani, a 
testimonianza della validità della procedura di isolamento. 
Soggetti n° Età (Anni) Sesso (M/F) IMC (Kg/m2) 
ND 15 46±4 5 M/10 F 24,7±1,5 
T1DM 10 45±5 7 M/3 F 23,7±1,6 
T2DM 15 62±4 8 M/7 F 26,5±1,4 
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La Figura 21, invece, è un esempio fotografico dell’espansione delle cellule CD34+ 
dopo 10 giorni di espansione nei terreni di coltura selezionati.  
Come riportato in Tabella 5 con relativo grafico, al termine del periodo di 
incubazione è stata fatta la conta cellulare ed è stato osservato un incremento nel 
Figura 21. Esempio d’espansione di cellule staminali CD34+ dopo 10 giorni di coltura nei 
terreni DMEM (A), H3000 (B), SFEM (C) e StemLine II (D) (n=6). 
Figura 20. Esempio di immunofluorescenza con anticorpo anti-CD34+ in fluoresceina (B) 




numero di cellule in tutti i terreni studiati, rispetto al valore iniziale, eccetto che 
per quello di controllo dove, come atteso, non si è riscontrata nessuna crescita 
(*=p<0.05 vs 0 gg; °=p<0.05 vs DMEM 10 gg. Test di Bonferroni). 
La coltura delle cellule per 10 giorni in DMEM ha causato una significativa 
riduzione della vitalità (13.67±7.13%), rispetto a quella delle cellule appena isolate 
(45.75±10.58%): contrariamente, in tutti e 3 i terreni testati, la percentuale di 
cellule vive era simile rispetto a quella di partenza (Tabella 6) (*=p<0.05 vs 0 gg; 




Tabella 5. Espansione di cellule staminali CD34+ dopo 10 giorni di coltura nei terreni 
DMEM, H3000, SFEM e StemLine II. In tutti i terreni studiati, il numero di cellule espanse 
era significativamente maggiore rispetto al proprio controllo (n=6, *=p<0.05 vs 0 gg; 
°=p<0.05 vs DMEM 10 gg. Test di Bonferroni). 
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Al fine di selezionare il terreno per il nostro studio, abbiamo misurato 
l’espressione di alcuni geni implicati nella replicazione cellulare, come KI-67 
(marcatore tumorale), E2F1 e CCND2 (geni implicati nel ciclo cellulare) e p27 
(inibitore delle cicline). Come riportato in Tabella 7 col relativo grafico, alle nostre 
condizioni sperimentali si è osservata, rispetto al controllo, una marcata differenza 
dell’espressione dei geni deputati alla replicazione. 
Alla luce di questi risultati, possiamo dire che in tutti e tre i terreni abbiamo 
osservato una buona espansione cellulare e un buon mantenimento della vitalità, 
aspetti fondamentali per il nostro tipo di studio. Poiché in H3000, rispetto agli altri 
terreni, sembra ci sia un miglior rapporto fra numero di cellule espanse e vitalità 
(anche se non significativamente differente), per il nostro disegno sperimentale 
abbiamo deciso di trattare le cellule con questo terreno. 
Tabella 6. Percentuale di cellule staminali CD34+ vive dopo 10 giorni di coltura nei terreni 
DMEM, H3000, SFEM e StemLine II. La vitalità cellulare era mantenuta, se non 
incrementata, nei terreni specifici per l’espansione delle staminali, a differenza del 
terreno di controllo DMEM che risulta avere una diminuzione significativa della vitalità
(n=6, *=p<0.05 vs 0 gg; °=p<0.05 vs DMEM 10 gg. Test di Bonferroni). 
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4.1.3. Isolamento di cellule staminali CD34+ da soggetti ND, T1DM e T2DM ed 
espansione in presenza o meno di resveratrolo 
Come riportato in Tabella 8 con relativo grafico, il numero delle cellule CD34+ 
isolate con CD34 MicroBead Kit UltraPure (Miltenyi Biotec, Mönchengladbach, 
Germany), non differiva significativamente fra soggetti ND, T1DM e T2DM. 
Parallelamente, anche dopo 10 giorni di coltura nel terreno H3000, il numero delle 
cellule espanse era significativamente maggiore rispetto al tempo 0 ma non 
differente rispetto alla tipologia del soggetto studiato, ad eccezione del T1DM che 
sembra espandersi in maniera più prominente rispetto a ND e T2DM (*=p<0.05 vs 
0 gg, °=p<0.05 vs ND 10 gg; test T di Student). 
KI-67 CCND2 E2F1 p27
DMEM 1,74E-05 8,61E+00 1,21E+00 3,33E-01
H3000 1,50E+02 6,47E+00 2,12E+01 2,93E+00
SFEM 2,03E+00 3,62E+00 2,37E+01 1,98E+00
























Tabella 7. Espressione genica per KI-67, CCN2, E2F1 e p27 in cellule staminali CD34+ dopo 
10 giorni di coltura nei terreni DMEM, H3000, SFEM e StemLine II (n=6) (*=p<0.05 vs 
DMEM, Test di Mann-Whitney). 
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 La presenza del resveratrolo alla concentrazione 10 µmol/L nel terreno di 
coltura, non sembra determinare nessun cambiamento significativo nel numero di 
cellule espanse. 
Contrariamente, la vitalità cellulare, dopo 10 giorni di coltura a 37°C senza 
resveratrolo, era significativamente aumentata nei soggetti ND (*=p<0.05 vs 0 gg), 
mentre rimaneva invariata nei T1DM e T2DM. Dato interessante, la presenza del 
resveratrolo nel terreno di coltura sembra aumentare significativamente il 
numero di cellule vive nei soggetti T1DM, rispetto sia al tempo 0 che ai soggetti 
ND (*=p<0.05 vs 0gg; °=p<0.05 vs ND 10 gg + RESV. Test t di Student) (Tabella 9). 
Tabella 8. Espansione cellulare di cellule staminali CD34+ isolate da soggetti ND (n=10), 
T1DM (n=7) e T2DM (n=9), con o senza l’aggiunta di resveratrolo. In tutti i soggetti 
studiati, diabetici e non, si è osservata un significativo aumento nel numero di cellule dopo 
10 giorni di coltura, soprattutto nei T1DM (*=p<0.05 vs 0 gg, °=p<0.05 vs ND 10gg + RESV;
test T di Student). Il resveratrolo non sembra modulare l’espansione. 
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4.1.4. Valutazione della lunghezza del telomero in cellule staminali CD34+ isolate 
da soggetti ND, T1DM e T2DM ed espanse in presenza o meno di 
resveratrolo 
Come riportato da alcuni lavori presenti in letteratura, il resveratrolo 
sembra, in modelli animali, contrastare la senescenza cellulare attivando i 
telomeri. Tuttavia, i dati sull’uomo sono ancora dubbi. Come atteso, nei pazienti 
con diabete mellito tipo 2 i telomeri erano significativamente ridotti rispetto ai 
controlli (*=p<0.05 vs ND). Alle nostre condizioni sperimentali e per il modello 
cellulare studiato, non abbiamo osservato nessuna differenza significativa nella 
variazione della lunghezza telomerica in cellule CD34+ isolate da soggetti sani e 
diabetici, coltivate in presenza o meno di resveratrolo (Tabella 10). 
 
 
Tabella 9. Numero di cellule staminali CD34+ vive isolate da soggetti ND (n=10), T1DM 
(n=7) e T2DM (n=9), con o senza l’aggiunta di resveratrolo. L’antiossidante sembra 
migliorare significativamente la vitalità delle cellule T1DM (*=p<0.05 vs 0gg; °=p<0.05 vs 
ND 10 gg + RESV. Test t di Student). 
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Tabella 10. Lunghezza dei telomeri in cellule staminali CD34+ vive isolate da soggetti ND 
(n=10), T1DM (n=7) e T2DM (n=9), con o senza l’aggiunta di resveratrolo. Come atteso, la 
lunghezza del telomero era significativamente ridotta nei T2DM rispetto a ND, mentre non 
si sono osservate differenze significative fra il tempo 0 e i 10 gg di coltura, in tutti i 
campioni studiati. Il resveratrolo non sembra modulare l’accorciamento telomerico 
(*=p<0.05 vs ND. Test di Bonferroni). 
Rispetto al tempo zero, dopo dieci giorni di espansione non si osservano 
modificazioni significative nella lunghezza delle estremità telomeriche, sia in ND 
che T1DM e T2DM. Studi presenti in letteratura hanno dimostrato che, cellule 
CD34+ in espansione in presenza di opportuni fattori di crescita, sono in grado di 
replicarsi con una frequenza di circa una volta ogni 24h, con un andamento più 
lento nei primi due giorni ed un’accelerazione intorno al sesto giorno di coltura87. 
Questo potrebbe spiegare la nostra osservazione in quanto, i 10 cicli replicativi 
effettuati nell’arco dei 10 giorni di espansione a cui sono state sottoposte le cellule 




 0 gg Controllo 10 gg Resveratrolo 10 gg 
ND 2,78E+7 ± 1,15E+7 2,23E+7 ± 2,15E+7 1,21E+7 ± 6,21E+6 
T1DM 9,58E+6 ± 9,18E+6 2,88E+6 ± 2,88E+6 8,41E+6 ± 8,39E+6 
T2DM 4,62E+1 ± 3,44* 3,38E+1 ± 5,37* 4,13E+1 ± 3,71* 
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4.2. Studio della differenziazione di cellule staminali CD34+ in beta-
cellule simili 
4.2.1. Differenziazione delle cellule staminali CD34+, isolate da soggetti ND, 
T1DM e T2DM, in beta-cellule simili: immagini fotografiche 
Al termine del periodo di espansione, dopo raggiungimento di un buon 
grado di confluenza, le cellule sono state indotte alla differenziazione in beta-
cellule simili utilizzando il protocollo riportato in Materiali e Metodi, modificato 
per il nostro studio e in presenza o meno di betatrofina. Questo ormone di recente 
scoperta, prodotto dal tessuto adiposo e dal fegato, sembra essere in grado di 
indurre la proliferazione delle beta-cellule pancreatiche, oltre a potenziare 
l’azione dell’insulina a livello dei tessuti periferici. La nostra idea era quella di 
capire se la betatrofina, oltre che sulle beta cellule stesse, fosse capace di 
potenziare il processo di differenziazione delle staminali adulte in cellule 
endocrine o di avere qualche effetto positivo sulle cellule beta-pancreatiche di 
nuova generazione. 
La Figura 22 è un esempio di differenziamento in “beta-cell like” a partire da 
cellule CD34+ isolate da donatori ND, T1DM e T2DM. Quello che si può osservare 
è che in tutti i soggetti studiati la presenza di cellule endocrine è evidente, come 
dimostrato dalla colorazione con dithizone, colorante specifico che si lega allo 
zinco dei granuli d’insulina. 
La presenza dell’insulina è stata valutata anche attraverso metodica di 
immunofluorescenza, utilizzando un anticorpo anti-insulina umana e valutata su 




Figura 23. Immagine esempio di immunofluorescenza per valutare la presenza di 
insulina in beta-cellule simili ottenute da staminali CD34+ di ND (n=5). 
B A 
C 
Figura 22. Immagini esempio della differenziazione di cellule staminali CD34+, isolate da 
ND (A), T1DM (B) e T2DM (C), in cellule beta-simili e colorate con dithizone. In tutti i 
preparati è evidente la presenza di cellule contenenti insulina (n=5). 
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4.2.2. Differenziazione delle cellule staminali CD34+, isolate da soggetti ND, 
T1DM e T2DM, in beta-cellule simili: valutazione della secrezione insulinica 
La secrezione insulinica è stata valutata misurandone la quantità rilasciata 
dalle beta-cellule, ottenute da soggetti ND, T1DM e T2DM in presenza o meno di 
betatrofina, sia durante tutto il periodo di differenziazione che al termine, dopo 
stimolo in acuto. Come riportato in Tabella 11, la presenza dell’insulina è stata 
rilevata in tutti i punti sperimentali, dopo dosaggio con metodica I.R.M.A.. La 
concentrazione in µU/mL ritrovata nei campioni non era molto alta, ma bisogna 
pensare che il numero di cellule endocrine presenti in piastra era molto ridotto. La 
presenza della betatrofina non sembra indurre una variazione del rilascio basale 
di insulina. 
Al termine del periodo di differenziamento, le beta-cellule di nuova generazione 
sono state stimolate con glucosio 3.3 e 16.7 mmol/L, al fine di valutare la 
secrezione insulinica dopo stimolo in acuto. In Tabella 12 sono riportati i valori 
Tabella 11. Rilascio basale di insulina da beta-cellule simili dopo differenziamento da 
staminali CD34+ isolate da soggetti ND, T1DM e T2DM, con o senza l’aggiunta di 
betatrofina. Alle nostre condizioni sperimentali, non si sono osservate differenze 
significative nel rilascio basale di insulina nei terreni di differenziamento, con o senza 
l’aggiunta dell’ormone (n=5). 
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dell’incremento di secrezione ad alto glucosio rispetto a basso glucosio. Le beta-
cellule, sia di ND che T1DM e T2DM, non sembrano rispondere positivamente allo 
stimolo in acuto. Pur essendoci un andamento crescente nelle cellule trattate con 
betatrofina, l’ormone non induce una variazione significativa nella secrezione. 
Al termine del periodo di differenziamento, parte delle cellule endocrine 
sono state raccolte per l’estrazione dell’RNA totale e la valutazione 
dell’espressione genica per l’insulina. Quello che abbiamo osservato è che 
l’espressione era significativamente maggiore nelle beta-cellule ottenute da 
diabetici tipo 2 rispetto ai controlli (°=p<0.05 vs ND). Inoltre, la presenza della 
betatrofina sembra indurre un aumento significativo della sintesi del messaggero 
in tutti i soggetti studiati (*=p<0.05 vs rispettivo controllo. Test di Mann-Whitney) 
(Tabella 13).  
Tabella 12. Rilascio insulinico dopo stimolo in acuto delle beta-cellule simili differenziate 
da staminali CD34+ isolate da soggetti ND, T1DM e T2DM, con o senza l’aggiunta di 
betatrofina. Alle nostre condizioni sperimentali, non si sono osservate differenze 




Tabella 13. Espressione genica per insulina in beta-cellule simili ottenute da soggetti ND, 
T1DM e T2DM, con o senza l’aggiunta di betatrofina. Alle nostre condizioni sperimentali,
la betatrofina sembra indurre la sintesi dell’insulina, in particolare nei pazienti con diabete 
mellito tipo 2 (n=5) (*=p<0.05 vs rispettivo Controllo; Test di Mann-Whitney. (°=p<0.05 vs 




Lo scopo di questa tesi è stato quello di valutare la possibilità di 
differenziazione in vitro di cellule endocrine beta-simili, a partire da staminali 
CD34+ isolate da sangue periferico di soggetti sani e pazienti con diabete mellito 
tipo 1 e 2. Inoltre, al fine di ideare una potenziale terapia rigenerativa, abbiamo 
valutato il ruolo di due molecole: il resveratrolo, antiossidante naturale che 
potrebbe modulare la lunghezza dei telomeri, e la betatrofina, ormone di recente 
scoperta, prodotto dal tessuto adiposo e dal fegato, che in vivo sembra stimolare 
la differenziazione delle beta-cellule, indurre la secrezione insulinica e potenziarne 
l’azione a livello dei tessuti periferici.  
Nella prima parte della tesi abbiamo voluto valutare alcuni terreni specifici 
per l’espansione delle cellule CD34+ in vitro: lo scopo era quello di poter avere a 
disposizione un numero adeguato di staminali sia per il nostro protocollo di studio 
e sia in prospettiva futura, per produrre un numero adeguato di cellule endocrine 
da utilizzare nella terapia sostitutiva delle beta-cellule in vivo. Quello che abbiamo 
osservato è che tutti i terreni testati, selezionati in base a studi presenti in 
letteratura, sembrano dare degli ottimi risultati, con un significativo aumento nel 
numero di cellule e un mantenimento della vitalità al termine del periodo di 
espansione previsto dal protocollo. La scelta di utilizzare il mezzo di coltura 
StemSpan™ H3000 (StemCell) è stata legata solo al fatto che, in questo terreno, si 
è osservato un rapporto numero di cellule/vitalità leggermente migliore rispetto 
agli altri.  
Il passaggio successivo è stato quello di valutare il numero di cellule staminali 
che si potevano ottenere da soggetti sani, pazienti con diabete mellito tipo 1 e 
pazienti con diabete mellito tipo 2. Queste forme di diabete rappresentano un 
disordine metabolico diffuso, associato alla distruzione autoimmune delle beta-
cellule nel tipo 1 o da una selettiva morte delle stesse per apoptosi nel tipo 2. In 
entrambi i casi si assiste ad una riduzione parziale o totale della secrezione 
insulinica e alla comparsa di gravi complicanze croniche, con danni morfologici e 
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funzionali irreversibili degli organi. Oltre alla terapia esogena con insulina, il 
controllo di questa patologia è stato associato negli anni alla terapia sostitutiva 
della beta-cellula che, a oggi, avviene attraverso il trapianto di pancreas o di isole 
pancreatiche isolate. Recenti studi, presenti in letteratura, hanno esaminato la 
possibilità di una terapia cellulare sostitutiva a partire da cellule staminali.  
La rigenerazione di cellule pancreatiche endocrine potrebbe essere utile, in 
un futuro non lontano, per sostituire le beta-cellule che vengono distrutte nel 
diabete con simil-beta-cellule, derivate da fonti di cellule staminali pancreatiche e 
extrapancreatiche. Inoltre, anche le cellule staminali embrionali o adulte, ottenute 
da diverse linee cellulari e in grado di differenziare in cellule endocrine, 
potrebbero essere utili non solo per ripristinare la secrezione insulinica, ma anche 
per regolare i processi di immuno-modulazione interrompendo, così, la 
distruzione autoimmune delle beta-cellule. 
I primi studi sulla rigenerazione di cellule secernenti insulina a partire da 
staminali sono iniziati nel 1999, utilizzando come modello delle cellule embrionali: 
da quel momento, sono state messe in atto diverse strategie e sono state testate 
fonti alternative tra cui la differenziazione diretta da cellule staminali embrionali 
o staminali pluripotenti, la proliferazione di beta-cellule pancreatiche adulte già 
presenti nel pancreas e “riprogrammazione” di staminali adulte non pancreatiche 
o di cellule pancreatiche endocrine differenti dalla beta.  
Una delle chiavi per il successo della terapia rigenerativa è quella di utilizzare 
un numero di staminali iniziali molto elevato in modo da ottenere un numero di 
cellule beta-simili che possa determinare una produzione di insulina in vivo 
adeguata per normalizzare la glicemia.  
Le applicazioni in ambito clinico con cellule staminali dipendono dalla loro 
sicurezza ed efficacia: i problemi di sicurezza sono correlati alla potenziale 
patogenicità delle cellule dopo l’inoculo, mentre l’efficacia in vivo delle beta-
cellule di nuova generazione deve essere ancora valutata88. Inoltre, il tempo 
necessario per la differenziazione in vitro in cellule produttrici di insulina può 
 70 
 
indurre mutazioni e trasformazioni, non rendendo sicuro l'innesto per l'uso 
clinico89.  
Pertanto, una priorità degli studi di terapia rigenerativa da staminali è quello 
di ottenere un numero adeguato di beta-cellule e di prolungare la loro 
sopravvivenza in vivo.  
In questa tesi, abbiamo osservato che il pool di cellule staminali adulte 
isolabili da sangue periferico è simile nei pazienti diabetici rispetto a quelli sani: 
questo dato è importante perché, in qualsiasi condizione patologica, siamo in 
grado di avere a disposizione un numero elevato di cellule CD34+ da cui indurre la 
differenziazione e ipotizzare un autotrapianto di beta-cellule. Allo stesso tempo, 
alle nostre condizioni sperimentali, siamo riusciti a replicare in vivo il pool iniziale 
e, anche in questo caso, l’andamento era simile sia per soggetti sani che diabetici. 
La presenza in vitro di resveratrolo non ha dato grandi risultati in termine 
numerico, ma ha migliorato la vitalità delle cellule staminali dopo dieci giorni di 
replicazione.  
L’idea di utilizzare questa molecola è nata dal fatto che, in letteratura, sono 
presenti alcuni studi che parlano sia di una riduzione del pool di staminali nei 
pazienti diabetici tipo 2 che di un accumulo di cellule senescenti, che giocano un 
ruolo importante sulla vitalità e sul numero di cellule. Il principale marcatore di 
tale fenomeno è stato individuato nel telomero, struttura che regola la stabilità 
del genoma e la replicazione cellulare. Una spiegazione di quanto osservato nella 
modulazione della lunghezza telomerica, può essere associata alla velocità di 
replicazione in vitro delle CD34+: infatti, come riportato da Kap-Hyoun Ko e 
collaboratori, la velocità di replicazione in vitro delle CD34+ è molto bassa, in 
quanto viene effettuato circa un ciclo nell’arco delle 24 h. Molto probabilmente, 
alle nostre condizioni sperimentali, non siamo stati in grado di valutare 
completamente l’effetto che il resveratrolo potrebbe esercitare, per esempio, in 




Grazie ad una buona replicazione in vitro, siamo stati in grado di 
differenziare le cellule staminali CD34+ in beta-cellule, come attestato sia dalla 
colorazione con dithizone, un colorante non-vitale che si lega allo zinco dei granuli 
d’insulina, che dalla secrezione e dalla sintesi di insulina. Il dato interessante è che 
questo è avvenuto sia per cellule ottenute da soggetti sani che di tipo 1 o 2, senza 
differenze significative fra i gruppi studiati.  
Nel periodo di differenziazione, abbiamo esposto le cellule alla presenza di 
un ormone, la betatrofina (Angiopoietina 8), che sembra, nel modello animale, 
favorire la proliferazione delle cellule beta-pancreatiche, con il risultato di 
innalzare i livelli di insulina e quindi di controllare meglio le concentrazioni di 
glucosio nel sangue.  
Quello che abbiamo osservato in questa tesi è che l’esposizione 
all’angiopoietina 8 non sembra determinare differenze significative sia nel numero 
di cellule beta-simili prodotte sia nell’insulina secreta. Infatti, il rilascio in cronico 
dell’insulina nel terreno di coltura era simile in tutti i punti sperimentali, 
testimoniando la presenza di cellule endocrine ugualmente funzionanti sia nel tipo 
1 che nel tipo 2. Lo stimolo in acuto, che abbiamo effettuato su beta-cellule 
differenziate, ha confermato la difficoltà delle cellule singole di “sentire” il 
glucosio, come testimoniato da numerosi articoli presenti in letteratura sulle isole 
pancreatiche da modello animale e umane90,91. 
L’esposizione alla betatrofina, non ha dato differenze significative in termini 
di rilascio insulinico. Tuttavia, quello che abbiamo osservato è un aumento 
significativo della sintesi dell’insulina in cellule differenziate in presenza 
dell’ormone: questo dato è molto interessante perché potrebbe confermare 
nell’uomo quello che è stato visto nell’animale e, soprattutto, partendo da un 
modello cellulare completamente differente da quelli studiati finora. Inoltre, nelle 
cellule endocrine generate da staminali di T2DM, l’espressione genica per insulina 
è risultata significativamente più elevata rispetto sia a ND che T1DM: questo dato, 
allo stato attuale delle conoscenze, di difficile interpretazione, dovrà essere 
confermato aumentando il numero dei casi analizzati. Volendo speculare, si 
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potrebbe dire che le beta-cellule di tipo 2 sono “costrette” in vivo a secernere e, 
quindi, a sintetizzare più insulina per contrastare una resistenza insulinica 
presente nei tessuti periferici: questa “richiesta” potrebbe essere presente nel 
patrimonio genetico dei soggetti diabetici di tipo 2, ripresentandosi anche nelle 
cellule beta-simili differenziatesi da staminali CD34+. 
In conclusione, alla luce dei risultati ottenuti in questa tesi, è ragionevole 
supporre che, partendo da sangue periferico di pazienti diabetici tipo 1 e 2, sia 
possibile ottenere un numero adeguato di cellule staminali CD34+ espandibili in 
vitro e differenziabili in beta-cellule simili. L’utilizzo di molecole in grado di 
modulare la lunghezza del telomero dovrà essere sicuramente approfondita 
poiché ha dato dei risultati contrastanti. Allo stesso modo, sarà utile aumentare la 
casistica per quello che riguarda l’impiego di molecole in grado di indurre la 
differenziazione beta-cellulare: l’uso della betatrofina ha dato un risultato 
interessante nell’aumento della sintesi dell’insulina, che potrebbe indurre un 
miglioramento della funzionalità degli aggregati cellulari di nuova formazione.  
I risultati ottenuti in questo studio sembrano evidenziare le potenzialità e la 
capacità delle cellule staminali, isolate da tessuto periferico di donatori con 
diabete mellito tipo 1 e 2, di differenziarsi in cellule produttrici di insulina. Infine, 
sostanziali modulazioni sono state osservate nella sintesi dell’ormone dopo 
trattamento con betatrofina, aprendo così a nuove possibilità di studio e moderni 





1 Kashyap, S. R., & Defronzo, R. A. (2007). The insulin resistance syndrome: 
physiological considerations. Diab Vasc Dis Res., 4(1):13-9. 
2 M. Soucek. Metabolic syndrome; Vnitr Lek 2009, 55:618-621. 
3 Proietto J, Nankervis A, Aitken P, Caruso G, Alford F. Glucose utilization in Type 
1. Csorba TR, Lyon AW, Hollenberg MD. Autoimmunity and the pathogenesis of 
type 1 diabetes. Crit Rev Clin Lab Sci. 2010, 47(2):51-71. 
4 Gero L., Type 1 diabetes mellitus: pathogenesis, symptoms and therapy. Orvb 
Hetil,2010, 151((13):533-9. Review. 
5 Rolla A. The pathophysiological basis for intensive insulin replacement. Int J Obes 
Relat Metab Disord., 2004, 28 Suppl 2:S3-7. Review. 
6 Scheen AJ. Pathophysiology of insulin secretion. Ann Endocrinol (Paris), 
2004,65(1):29-36. Review. 
7 American Diabetes Association. Diagnosis and classification of diabetes mellitus. 
Diabetes Care 2006;29 (suppl 1):S43:8. 
8 Zimmet P, Alberti KG, Shaw J. Global and societal implications of the diabetes 
epidemic. Nature 2001;414:782-7. 
9 American Diabetes Association. Classification of diabetes. Diabetes 2001 Vital 
Statistics 5-8. 
10 Leahy JL. Pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. Arch Med Res 2005; 36:197-
209. 
11 Marchetti P, Dotta F, Lauro D, Purrello F. An overview of pancreatic beta-cell 
defects in human type 2 diabetes: Implications for treatment. Regul Pept 
2007;29. 
12 Folli F, Okada T, Perego C, Gunton J, Liew CW, Akiyama M, D'Amico A, La Rosa 
S, Placidi C, Lupi R, Marchetti P, Sesti G, Hellerstein M, Perego L, Kulkarni RN. 
Altered insulin receptor signalling and β-cell cycle dynamics in type 2 diabetes 
mellitus. PLoS One. 2011;6(11): e28050. Epub 2011 Nov 30. PubMed PMID: 
22140505 PubMed Central PMCID: PMC3227614. 
13 Marchetti P, Lupi R, Del Guerra S, Bugliani M, Marselli L, Boggi U. The beta-cell 
in human type 2 diabetes. Adv Exp Med Biol. 2010;654:501-14. Review. 
PubMed PMID: 20217512. 
14 Lupi R, Del Guerra S, Mancarella R, Novelli M, Valgimigli L, Pedulli GF, Paolini M, 
Soleti A, Filipponi F, Mosca F, Boggi U, Del Prato S, Masiello P, Marchetti P. 
Insulin secretion defects of human type 2 diabetic islets are corrected in vitro 
                                                      
 74 
 
                                                                                                                                                    
by a new 83 reactive oxygen species scavenger. Diabetes Metab. 2007 
Nov;33(5):340-5. Epub 2007 Jul 9. PubMed PMID: 17616474. 
15 Bonora E. Protection of pancreatic beta-cells: is it feasible? Nutr Metab 
Cardiovasc Dis 2008;18:74-83 Review. 
16 Wajchenberg BL. Beta-cell failure in diabetes and preservation by clinical 
treatment. Endocr Rev 2007;28:187-218. 
17 Kahn SE. The relative contribution of insulin resistance and beta-cell dysfunction 
to the pathophysiology of type 2 diabetes. Diabetologia 2003;46:3-19. 
18 Marchetti P, Lupi R, Federici M, Marselli L, Masini M, Boggi U, Del Guerra 
S,Patanè G, Piro S, Anello M, Bergamini E, Purrello F, Lauro R, Mosca F, Sesti 
G,Del Prato S. Insulin secretory function is impaired in isolated human islets 
carrying the Gly(972)-->Arg IRS-1 polymorphism. Diabetes. 2002 
May;51(5):1419-24. PubMed PMID: 11978638. 
19 Cauchi S, Del Guerra S, Choquet H, D'Aleo V, Groves CJ, Lupi R, McCarthy MI, 
Froguel P, Marchetti P. Meta-analysis and functional effects of the 
SLC30A8rs13266634 polymorphism on isolated human pancreatic islets. Mol 
Genet Metab. 2010 May;100(1):77-82. Epub 2010 Jan 15. PubMed PMID: 
20138556. 
20 Csorba TR, Lyon AW, Hollenberg MD. Autoimmunity and the pathogenesis of 
type 1 diabetes. Crit Rev Clin Lab Sci. 2010, 47(2):51-71. 
21 Concannon P, Rich SS, Nepom GT. Genetics of type 1A diabetes. N Engl J Med. 
2009, 360(16):1646-54. Review. 
22 Kelly MA, Rayner ML, Mijovic CH, Barnett AH. Molecular aspects of type 1 
diabetes. Mol Pathol. 2003, 56(1):1-10. Review. 
23 Goldberg E, Krause I. Infection and type 1 diabetes mellitus - a two edged sword? 
Autoimmun Rev. 2009, 8(8):682-6. 
24 Dahlquist G. Fetal virus infection a risk factor of diabetes mellitus type 1 in 
children]. Lakartidningen. 2000, 97(4):313-5. Review. 
25 Couper JJ. Environmental triggers of type 1 diabetes. J Paediatr Child Health. 
2001, 37(3):218-20. Review. 
26 Płaczkiewicz-Jankowska E, Szybiński Z, Huszno B. [Environmental factors in the 
development of type 1 diabetes -- a new insight]. Przegl Lek. 2007, 64(3):175-
9. Review. 
27 Onkamo P, Väänänen S, Karvonen M, Tuomilehto J. Worldwide increase in 
incidence of Type I diabetes--the analysis of the data on published incidence 
trends. Diabetologia. 1999, 42(12):1395-403. 
28 Maahs DM, West NA, Lawrence JM, Mayer-Davis EJ. Epidemiology of type 1 
diabetes. Endocrinol Metab Clin North Am. 2010, 39(3):481-97. 
29 Patterson CC, Dahlquist GG, Gyürüs E, Green A, Soltész G; EURODIAB Study 
Group. Incidence trends for childhood type 1 diabetes in Europe during 1989-
 75 
 
                                                                                                                                                    
2003 and predicted new cases 2005-20: a multicentre prospective registration 
study. Lancet. 2009 Jun 13;373(9680):2027-33. 
30 Songini M, Lombardo C. The Sardinian way to type 1 diabetes. J Diabetes Sci 
Technol. 2010 Sep 1;4(5):1248-55. Review. 
31 Ziegler AG, Meier-Stiegen F, Winkler C, Bonifacio E; the TEENDIAB Study Group. 
Prospective evaluation of risk factors for the development of islet 
autoimmunity and type 1 diabetes during puberty - TEENDIAB: study design. 
Pediatr Diabetes. 2011 Mar 29. 
32 Secrest AM, Costacou T, Gutelius B, Miller RG, Songer TJ, Orchard TJ. 
Associations Between Socioeconomic Status and Major Complications in Type 
1 Diabetes: The Pittsburgh Epidemiology of Diabetes Complication (EDC) Study. 
Ann Epidemiol. 2011 May;21(5):374-81. 
33 The Effect of Intensive Treatment of Diabetes on the Development and 
Progression of Long-Term Complications in Insulin-Dependent Diabetes 
Mellitus. N Engl J Med. 1993; Sep 30; 329 (14):977-86. 
34 American Diabetes Association. Standards of Medical Care in Diabetes 2010. 
Diabetes Care 2010, 33: S4-S99. 
35 American Diabetes Association. Gestational diabetes mellitus (Position 
Statement). Diabetes Care 2004, 27: S88-S90. 
36 Berman A, Pawelec K, Fiedor P. Allogeneic transplantation of isolated islet cells 
in clinical practice. Pol Arch Med Wewn. 2009, 119(5):326-32. Review. 
37 Nano R, Clissi B, Melzi R, Calori G, Maffi P, Antonioli B, Marzorati S, Aldrighetti 
L, Freschi M, Grochowiecki T, Socci C, Secchi A, Di Carlo V, Bonifacio E, Bertuzzi 
F. Islet isolation for allotransplantation: variables associated with successful 
islet yield and graft function. Diabetologia. 2005, 48(5):906-12. 
38 Meloche RM. Transplantation for the treatment of type 1 diabetes. World J 
Gastroenterol. 2007, 13(47):6347-55. Review. 
39 Ichii H, Ricordi C. Current status of islet cell transplantation. J Hepatobiliary 
Pancreat Surg. 2009, 16(2):101-12. Review. 
40 Bertuzzi F, Ricordi C. Prediction of clinical outcome in islet allotransplantation. 
Diabetes Care. 2007, 30(2):410-7. Review. 
41 Scott F. Gilbert, Biologia dello sviluppo, Zanichelli, 2005(3 ed.), ISBN 88-08-
07275-4. 
42 (EN) IUPAC Gold Book, "stem cell". 
43 Becker, A.J., McCulloch, E.A., Till, J.E., Cytological demonstration of the clonal 
nature of spleen colonies derived from transplanted mouse marrow cells in 
Nature, 1963, pp. 452-4. 
44 Siminovitch, L., McCulloch, E.A., Till, J.E., The distribution of colony-forming cells 
among spleen colonies in Journal of Cellular and Comparative Physiology, nº 
62, 1963, pp. 327-36. 
 76 
 
                                                                                                                                                    
45 Hans R. Schöler, The Potential of Stem Cells: An Inventory in Nikolaus Knoepffler, 
Dagmar Schipanski, and Stefan Lorenz Sorgner (a cura di), Human 
biotechnology as Social Challenge, Ashgate Publishing, Ltd, 2007, p. 28, ISBN 
978-0-7546-5755-2. 
46 Regenerative Medicine Glossary in Regenerative Medicine, vol. 4, 4s, luglio 
2009, pp. S30 Section 3.44, DOI:10.2217/rme.09.s1, PMID 19604041. 
47 Mitalipov S, Wolf D, Totipotency, pluripotency and nuclear reprogramming, in 
Adv Biochem Eng Biotechnol, vol. 114, 2009, pp. 185–99, 
DOI:10.1007/10_2008_45, PMC 2752493, PMID 19343304. 
48 James Byrne, The definition and etymology of the word pluripotency in eJournal 
of Cellular Biotechnology, 1;eP2, 29 giugno 2011. 
49 New York Times report on Dr. Catherine Verfaillie. 
50 Hans R. Schöler, The Potential of Stem Cells: An Inventory in Nikolaus Knoepffler, 
Dagmar Schipanski, and Stefan Lorenz Sorgner (a cura di), Humanbiotechnology 
as Social Challenge, Ashgate Publishing, Ltd, 2007, p. 28, ISBN 978-0-7546-
5755-2. 
51 Michael, Dr. Sandra Rose, Bio-Scalar Technology: Regeneration and 
Optimization of the Body-Mind Homeostasis (PDF) in 15th Annual AAAAM 
Conference, 2007, p. 2. URL consultato il 24 ottobre 2008. 
52 Yuk Yin Ng, Berris van Kessel, Henk M. Lokhorst, Miranda R. M. Baert, Caroline 
M. M. van den Burg, Andries C. Bloem, and Frank J. T. Staal; Gene-expression 
proﬁling of CD34+ cells from various hematopoietic stem-cell sources reveals 
functional differences in stem-cell activity; Journal of Leukocyte Biology 
Volume 75, February 2004. 
53 M. Keller, O. Viret; FM. Cole, Botrytis cinerea Infection in Grape Flowers: 
Defense Reaction, Latency, and Disease Expression, in Phytopathology, vol. 93, 
nº 3, marzo 2003, pp. 316-22. 
54 AN. Petit, F. Baillieul; N. Vaillant-Gaveau; L. Jacquens; A. Conreux; P. Jeandet; C. 
Clément; F. Fontaine, Low responsiveness of grapevine flowers and berries at 
fruit set to UV-C irradiation. in J Exp Bot, vol. 60, nº 4, 2009, pp. 1155-62. 
55 M. Vivancos, JJ. Moreno, Effect of resveratrol, tyrosol and beta-sitosterol on 
oxidised low-density lipoprotein-stimulated oxidative stress, arachidonic acid 
release and prostaglandin E2 synthesis by RAW 264.7 macrophages, in Br J Nutr, 
vol. 99, nº 6, giugno 2008, pp. 1199-207. 
56 J. Martinez, JJ. Moreno, Effect of resveratrol, a natural polyphenolic compound, 
on reactive oxygen species and prostaglandin production, in Biochem 
Pharmacol, vol. 59, nº 7, aprile 2000, pp. 865-70. 
57 Wadsworth TL, Koop DR (1999) Effects of the wine polyphenolics quercetin and 
resveratrol on pro-inflammatory cytokine expression in RAW 264.7 
macrophages. Biochem Pharmacol 57(8): 941–949. 
 77 
 
                                                                                                                                                    
58 Bastianetto S, Dumont Y, Duranton A, Vercauteren F, Breton L, Quirion R, 
Protective action of resveratrol in human skin: possible involvement of specific 
receptor binding sites in PLoS ONE, vol. 5, nº 9, 2010, pp. e12935. 
59 Mariela Jaskelioff, Florian L. Muller, Ji-Hye Paik, Emily Thomas, Shan Jiang, 
Andrew C. Adams, Ergun Sahin, Maria Kost-Alimova, Alexei Protopopov, Juan 
Cadiñanos, James W. Horner, Eleftheria Maratos-Flier & Ronald A. DePinho, 
Telomerase reactivation reverses tissue degeneration in aged telomerase-
deficient mice, in Nature 469, 102–106 (06 January 2011). 
60 Nathan L. Price, Ana P. Gomes, Alvin J.Y. Ling, Filipe V. Duarte, Alejandro Martin-
Montalvo, Brian J. North, Beamon Agarwal, Lan Ye, Giorgio Ramadori, Joao S. 
Teodoro, Basil P. Hubbard, Ana T. Varela, James G. Davis, Behzad Varamini, 
Angela Hafner, Ruin Moaddel, Anabela P. Rolo, Roberto Coppari, Carlos M. 
Palmeira, Rafael de Cabo, Joseph A. Baur, David A. Sinclair; SIRT1 Is Required 
for AMPK Activation and the Beneficial Effects of Resveratrol on Mitochondrial 
Function, in Cell Metabolism Volume 15, Issue 5, p675–690, 2 May 2012. 
61 Peng Yi, Ji-Sun Park, Douglas A. Melton, Betatrophin: A Hormone that Controls 
Pancreatic β Cell Proliferation; in Cell Volume 153, Issue 4, p747–758, 9 May 
2013. 
62 Espes D, Lau J, Carlsson PO, Increased circulating levels of betatrophin in 
individuals with long-standing type 1 diabetes; Diabetologia 2014 Jan;57(1):50-
3. 
63 Jiao Y1, Le Lay J, Yu M, Naji A, Kaestner KH, Elevated mouse hepatic betatrophin 
expression does not increase human β-cell replication in the transplant setting; 
Diabetes 2014 Apr;63(4):1283-8. doi: 10.2337/db13-1435. Epub 2013 Dec 18. 
64 Jelkmann W, The role of the liver in the production of thrombopoietin compared 
with erythropoietin in Eur. J. Gastroenterol. Hepatol., vol. 13, 2001, pp. 791-
801. 
65 Broudy VC (August 1997). "Stem cell factor and hematopoiesis". Blood 90 (4): 
1345–64. 
66 Gianluca Carnevale, Massimo Riccio, Alessandra Pisciotta, Francesca Beretti, 
Tullia Maraldi, Manuela Zavatti, Gian Maria Cavallini, Giovanni Battista La Sala, 
Adriano Ferrari, Anto De Pola; In vitro differentiation into insulin-producing-
cells of stem cells isolated from human amniotic fluid and dental pulp, Digestive 
and Liver Disease, 45 (2013) 669–676. 
67 Palmer JP. C-peptide in the natural history of type 1 diabetes. Diabetes Metab 
Res Rev. 2009 May;25(4):325-8. Review. 
68 Sima AA, Grunberger G, Jörnvall H, Wahren J; C-peptide Study Group. Proinsulin 
C-peptide a consensus statement. Int J Exp Diabetes Res. 2001;2(2):145-51. 
69 Palmer JP. C-peptide in the natural history of type 1 diabetes. Diabetes Metab 
Res Rev. 2009 May;25(4):325-8. Review. 
 78 
 
                                                                                                                                                    
70 Brandenburg D. History and diagnostic significance of C peptide. Exp Diabetes 
Res. 2008;2008:576862. Review. 
71  Immunology/Immunofluorescence Protocol at Protocol-online.org 
72 Fritschy, Jean-Marc; Härtig, Wolfgang (2001). "Immunofluorescence". ELS. 
doi:10.1038 /npg.els.0001174. ISBN 047001590X. 
73 Monleau M, Montavon C, Laurent C, Segondy M, Montes B, Delaporte E, Boillot 
F, Peeters M. Evaluation of different RNA extraction methods and storage 
conditions of dried plasma or blood spots for human immunodeficiency virus 
type 1 RNA quantification and PCR amplification for drug resistance testing. J 
Clin Microbiol. 2009 Apr;47(4):1107-18. 
74 Pfaffl MW. A new mathematical model for relative quantification in real-time 
RT-PCR. Nucleic Acids Res. 2001 May 1;29(9):e45. 
75 Chomic A, Winder L, Armstrong KF, Pearson MN, Hampton JG. Detection and 
discrimination of members of the family Luteoviridae by real-time PCR and 
SYBR® GreenER™ melting curve analysis. J Virol Methods. 2011 Jan;171(1):46-
52. 
76 Cawthon RM. Telomere measurement by quantitative PCR. Nucleic Acids Res. 
2002 May 15;30(10):e47. 
77 Gil ME, Coetzer TL. Real-time quantitative PCR of telomere length. Mol 
Biotechnol 2004;27:169– 172. 
78 "Entrez Gene: Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67". 
79 Schonk DM, Kuijpers HJ, van Drunen E, van Dalen CH, Geurts van Kessel AH, 
Verheijen R, Ramaekers FC (October 1989). "Assignment of the gene(s) involved 
in the expression of the proliferation-related Ki-67 antigen to human 
chromosome 10". Hum. Genet. 83 (3): 297–9. 
80 Bullwinkel J, Baron-Lühr B, Lüdemann A, Wohlenberg C, Gerdes J, Scholzen T 
(March 2006). "Ki-67 protein is associated with ribosomal RNA transcription in 
quiescent and proliferating cells". J. Cell. Physiol. 206 (3): 624–35. 
81 Rahmanzadeh R, Hüttmann G, Gerdes J, Scholzen T (June 2007). "Chromophore-
assisted light inactivation of pKi-67 leads to inhibition of ribosomal RNA 
synthesis". Cell Prolif. 40 (3): 422–30. 
82 Inaba T, Matsushime H, Valentine M, Roussel MF, Sherr CJ, Look AT (Aug 1992). 
"Genomic organization, chromosomal localization, and independent 
expression of human cyclin D genes". Genomics 13 (3): 565–74. 
83  "Entrez Gene: CCND2 cyclin D2". 
84 Neuman E, Sellers WR, McNeil JA, Lawrence JB, Kaelin WG Jr (December 1996). 
"Structure and partial genomic sequence of the human E2F1 gene". Gene 173 
(2): 163–9. 
85 Polyak K, Lee MH, Erdjument-Bromage H, Koff A, Roberts JM, Tempst P, 
Massague J (August 1994). "Cloning of p27Kip1, a cyclin-dependent kinase 
 79 
 
                                                                                                                                                    
inhibitor and a potential mediator of extracellular antimitogenic signals". Cell 
78 (1): 59–66. 
86 Daniel W. Allison, Stacy L. Leugers, Barry J. Pronold, Gary Van Zant, and Laurel 
M. Donahue; Improved Ex Vivo Expansion of Functional CD34+ Cells Using 
Stemline™ II Hematopoietic Stem Cell Expansion Medium; Celltransmissions Vol 
20, No. 2, 2004. 
87 Kap-Hyoun Ko, Ross Odell, Robert E. Nordon; Analysis of Cell Differentiation by 
Division Tracking Cytometry; Wiley InterScience 25 July 2007. 
88 F. Djouad, P. Plence, C. Bony et al., “Immunosuppressive effect of mesenchymal 
stem cells favors tumor growth in allogeneic animals,” Blood, vol. 102, no. 10, 
pp. 3837–3844, 2003; F. Djouad, C. Bony, F. Apparailly, P. Louis-Plence, C. 
Jorgensen, and D. Noël, “Earlier onset of syngeneic tumors in the presence of 
mesenchymal stem cells,” Transplantation, vol. 82, no. 8, pp. 1060–1066, 2006. 
89 J. Tolar, A. J. Nauta, M. J. Osborn et al., “Sarcoma derived from cultured 
mesenchymal stem cells,” Stem Cells, vol. 25, no. 2, pp. 371–379, 2007. 
90 Chowdhury A1, Dyachok O, Tengholm A, Sandler S, Bergsten P.; Functional 
differences between aggregated and dispersed insulin-producing cells; 
Diabetologia. 2013 Jul;56(7):1557-68. doi: 10. 1007/s00125-013-2903-3. Epub 
2013 Apr 19.  
91 Hauge-Evans AC, Squires PE, Persaud SJ, Jones PM; Pancreatic beta-cell-to-beta-
cell interactions are required for integrated responses to nutrient stimuli: 
enhanced Ca2+ and insulin secretory responses of MIN6 pseudoislets; Diabetes. 
1999 Jul;48(7):1402-8. 
